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L'aide médicale a la procréation a pour objectif de diagnostiquer les causes
d’infertilité et d’aider les couples infertiles a concrétiser leur désir d’enfant. Elle occupe une
place de plus en plus importante dans nos sociétés.

La fertilité est I'aptitude d’'un couple a concevoir. On parle d’infertilité lorsqu’un
couple n’est pas parvenu a concevoir aprés un a deux ans de rapports complets et
rapprochés infructueux (1). Cette infertilité est dite primaire s’il n’y a jamais eu de
grossesse. Elle est dite secondaire en cas d’antécédent de grossesse. Actuellement, on
considére que 10 % des couples sont concernés par des problémes de fertilité. lls sont
nombreux et affectent ’'homme (30% des cas), la femme (20% des cas) ou les deux (40 %
des cas). lls peuvent étre d’origine mécaniques, anatomiques, biologiques ou
environnementales (2). Le recul de I'age des femmes a la premiére conception est une cause
importante mais il existe une diminution globale de la fertilité dans plusieurs régions du
monde.

Les solutions envisageables dépendent beaucoup de la nature et de la gravité des
troubles. La surveillance d’ovulation avec ou sans stimulation en vue d’un rapport
« programmé » (forme la plus simple et la moins invasive), les inséminations intra utérines et
la fécondation in vitro (sans ou avec injection intra-cytoplasmique du spermatozoide) sont
les méthodes actuellement utilisées. Chacune d’entre elles présente des indications
spécifiques.

En 2012, 142 708 tentatives ont été répertoriées par I'agence de la biomédecine (3).
Ce nombre était de 131 736 en 2009. La proportion de tentative se concrétisant par une
naissance varie de 12,4 % (dans le cas des inséminations intra conjugales) et 18,7 % (dans le
cas des transferts d’embryons) (3). En 2014, le service de PMA du CHU de Grenoble a réalisé
3136 consultations et accompagné 1648 cycles dont 39% de surveillances d’ovulation, 34 %
de Fécondations in vitro, 16 % d’insémination intra-utérine et 11 % de transferts d’embryons
congelés.

Quelle que soit la solution envisagée, la biologie et I'’échographie sont des supports
indispensables et indissociables dans I'accompagnement des patientes. L'échographie
permet de suivre le nombre, Ila taille des follicules et I'épaisseur de I'endometre. La
biologie peut se décliner en deux grands ensembles : La manipulation et la préparation des
gametes et les dosages hormonaux.

L'estradiol, la progestérone, |’hormone lutéinisante (LH) et la folliculostimuline
(FSH) sont les quatre hormones régulierement dosées dans le sérum des patientes. Elles
sont utiles dans les bilans d’infertilité et dans le suivi des cycles. LH et FSH sont des
marqueurs de fonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophysaire. La LH est un indicateur
de l'ovulation. L'estradiol est un reflet de la croissance et de la maturation folliculaire. La
progestérone confirme |'ovulation et permet, dans le contexte de fécondation in vitro,
d’évaluer la maturation de I'endometre et de déterminer si le futur embryon sera
implantable ou non (4).

Connaitre le métabolisme des hormones est nécessaire a la compréhension des
contraintes imposées aux techniques de dosage et a I'interprétation des résultats.

La LH est une hormone peptidique glycosylée synthétisée par I’hypophyse et libérée
de maniére pulsatile dans la circulation. La régulation de sa production et de sa libération est
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complexe et fait intervenir de nombreux acteurs dont les plus importants sont la GnRH
synthétisée par I'hypothalamus et les hormones sexuelles circulantes. Sa sécrétion évolue
tout au long du cycle en terme d’intensité et de fréquence (d’une sécrétion toutes les 2
heures a une sécrétion par heure en moyenne ente le début et le milieu du cycle) (5).
L’élimination de la LH fait intervenir, en paralléle, une désialylation hépatique, une
destruction intracellulaire lysosomiale et une filtration rénale. La demi-vie de la LH est de
I'ordre de 20 minutes (6)(5). Il existe une trés grande diversité de métabolites circulants
selon la nature et I'importance de la désialylation. On retrouve dans les urines un mélange
de formes intactes et métabolisées. Par conséquent, les dosages sériques sont soumis aux
fluctuations physiologiques. Par ailleurs, la LH partage des parentés structurales importantes
avec de nombreuses autres hormones comme La béta-HCG ou la FSH. Ceci impose aux
techniques de dosage d’étre tres spécifiques.

L’estradiol est issu de la transformation du cholestérol. Il est majoritairement produit
par les cellules de la granulosa. Une fraction est aussi issue de la transformation
périphérique (peau, muscle, tissu adipeux) des androgénes produits par les glandes
surrénales. Son taux de production journalier varie en fonction du stade du cycle menstruel.
Il a été estimé a environ 70 pg par jour en début de phase folliculaire. Cette production
augmente ensuite a 500-800 ug par jour a proximité du pic pré-ovulatoire. Elle redescend
vers 250 pg par jour en milieu de phase lutéale. La forme libre circulante ne représente que
1 a 3 % et demeure stable au cours du cycle car I'estradiol induit la synthese de sa protéine
de transport (la SHBG : Sex Hormone Binding Globulin) (7).

L'estradiol et I'estrone circulantes s’inter-convertissent. Le métabolisme hépatique et
rénal implique I'action d’enzymes appartenant a la superfamille des cytochromes P450. Ces
enzymes sont sensibles a des effets inducteurs ou inhibiteurs. Il existe donc une grande
variabilité intra et inter individuelle de la quantité et du type des métabolites formés. Une
partie de cette diversité est explicitée dans la figure 1. Il existerait prés de 100 dérivés
différents (7).

L'estradiol est éliminé par voie urinaire et biliaire, majoritairement sous forme de
métabolite. La forme urinaire native représente entre 5 et 10 % des estrogenes urinaires
totaux (8).
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Figure 1 : Estradiol et son métabolisme. Les transformations ont principalement lieu dans le foie.
Chacun de ces produits est susceptible d’étre glucuro ou sulfoconjugués. Seuls les métabolites
principaux sont montrés. E1 : Estrone ; E2 : Estradiol (5)

2-OH-E1

[16a -Hydroxylation|

[16B -Hydroxylation |

16-keto-E2

La concentration sérique en progestérone augmente en deuxieme partie de cycle.
Elle confirme I'ovulation et témoigne de la constitution du corps jaune. Elle est transportée
par la transcortine, I'alboumine et I'orosomucoide. Elle est métabolisée par le foie en
prégnandiol puis est glucuroconjuguée. L’élimination est principalement urinaire (60 %) (9).

Les hormones stéroidiennes sont tres proches sur plan structurel. Progestérone,
estradiol, estrone ne se distingue que par quelques atomes de carbone ou d’oxygéne. La
spécificité des techniques est la aussi un parametre fondamental. Par ailleurs, ses molécules
ne sont pas immunogeénes et imposent des artifices techniques pour obtenir des anticorps.
Ces petites molécules ne peuvent étre dosées qu’en compétition(10).

Le dosage de ces hormones peut se faire sur différentes matrices : sérum ou plasma, urine et
salive.

Le sérum et le plasma sont actuellement les milieux de référence (11).

Les analyses urinaires actuellement utilisées sont basées sur un principe
d’'immunochromatographie et sont disponibles en officine. Elles servent a identifier la
période de fertilité soit pour augmenter les chances de procréation. Ces tests ne sont pas
guantitatifs et ne peuvent pas se substituer aux dosages sanguins. Parmi les différents
métabolites présents dans l'urine, I’estrone glucuronide a été identifiée comme le meilleur
marqueur de la période fertile (12) a la fois pour son abondance et sa bonne adéquation
avec la variation des concentrations sériques. L'estradiol a été testée et bien que peu
abondante, elle semble refléter les variations sanguines (13).
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Les analyses salivaires d’estradiol et de progestérone sont pour le moment
inadaptées a la procréation médicalement assistée. En effet, elles emploient des techniques
de type radioimmunodosage. Elles sont longues et pas encore automatisables (14). Les
services cliniques attendent, au contraire, les résultats rapidement pour réaliser les
adaptations posologiques des hormones de stimulations. Par ailleurs, aucune analyse de LH
n’est possible car cette hormone peptidique n’est pas éliminée dans la salive. Or son dosage
est indispensable pour le suivi des patientes.

Diverses méthodes de dosage existent. Les méthodes chromatographiques couplées
a la spectrométrie de masse sont des méthodes de référence pour l'estradiol et la
progestérone. Il n’y a pas de méthode de référence pour la LH.

Les autres approches sont basées sur des méthodes immunométriques. Celles-ci sont
trés diverses. Certaines analyses sont réalisées en phase hétérogéne (présence d’une ou
plusieurs phases de lavage au cours du dosage) ou en phase homogéne (aucune étape de
lavage). La nature des anticorps utilisés et I'origine de la production varient (monoclonaux
ou polyclonaux ; mouton, souris...). L’analyse peut se faire en excées d’antigéne (compétition)
ou en exces d’anticorps (sandwich). Il existe un grand nombre de techniques de détection
(fluorescence, électro-chimiluminescence, chimiluminescence) et de principe de génération
du signal (enzymatique, chimique, transfert d’énergie)

En conséquence, les performances analytiques des méthodes de dosages peuvent
étre tres variables. Les coefficients de variation inter-techniques different selon la
concentration. lls peuvent étre de l'ordre de 20 % pour |'estradiol, de 30% pour la
progestérone et 16 % pour la LH (15). Actuellement, il est préférable de réaliser le suivi
d’une patiente dans le méme laboratoire.

Le Département de Biochimie, Pharmacologie et Toxicologie (DBTP) du laboratoire
de biologie du CHU de Grenoble contribue a la prise en charge des patientes suivies sur le
site de [I'hopital. Les analyses de LH, estradiol et progestérone sont réalisées
guotidiennement sur sérum a l'aide d’analyseurs multiparamétriques automatisés. Les
dosages effectués ne concernent pas la phase diagnostique mais uniquement la phase de
suivi.

Au cours des 5 dernieres année, les demandes de LH et d’estradiol ont augmenté de
20 %. Les demandes de progestérone ont fortement chuté entre 2011 et 2012. Cette chute
est liée a une réévaluation des prescriptions par le service de PMA. Le tableau 1 retrace
I’évolution du nombre d’examen réalisés entre 2010 et 2014.

LH Estradiol Progestérone
2010 2488 2487 1239
2011 2709 2698 1302
2012 2726 2720 530
2013 2905 2897 672
2014 3139 3137 881
Tableau 1 : Evolution des demandes de dosages des hormones de fertilité entre

2010 et 2014
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Le laboratoire dosait jusqu’a présent ces parametres a l'aide de I'analyseur Centaur
XP. Un autre analyseur, le Centaur CP, était utilisé en repli en cas de panne du XP. Transférer
le dosage des hormones de fertilité sur le DIMENSION VISTA®1500 de Siemens était un
projet prévu depuis 2010 mais tous les réactifs n’étaient pas encore préts. La progestérone
n‘a été disponible qu’a partir d’octobre 2014. Cest donc, en janvier 2015, que le
changement d’automate a été réalisé.

L’organisation du laboratoire doit permettre de rendre les résultats dans un délai
compatible avec les contraintes organisationnelles d’'un service de PMA. En effet, les
patientes viennent le matin dans le service médical pour une consultation et réaliser leur
prélevement sanguin. Les résultats sont interprétés en fin de matinée pour réaliser les
éventuelles adaptations posologiques et définir le cas échéant les dates de ponctions,
d’insémination intra utérine ou de transfert d’embryons. Les femmes suivies pour des cycles
de fécondation in vitro (FIV) font elles-mémes leur injection de FSH et sont prévenues en
début d’apres-midi de la dose qu’elles devront s’administrer. Le DBTP s’est engagé a rendre
les résultats avant 11 heures. La convention établie avec le service de PMA est présentée
dans I'annexe 1.

Le transfert de méthode pourrait impacter le délai de rendu. Il a donc été réévalué
apres la mise en place de la nouvelle méthode. De plus, le nombre et les causes des retards
ont été analysés.

Depuis une ordonnance du 13 janvier 2010, tous les laboratoires de biologie
médicale doivent étre accrédités. L’accréditation certifie la qualité des analyses. La norme
NF EN ISO 15189 version 2012 est actuellement en vigueur. Le Comité Francais
d’Accréditation (COFRAC) est l'instance réglementaire responsable de I'évaluation des
laboratoires de biologie médicale. Toutes les étapes depuis le prélevement de I’échantillon
jusqu’au rendu du résultat doivent étre surveillées. Tous les points critiques pouvant
influencer la qualité du résultat doivent étre identifiés et maitrisés. L'ensemble des
caractéristiques des méthodes de dosages ainsi que les preuves de la maitrise des risque
sont synthétisés sous la forme d’'un document appelé SH FORM 43 qui fait I'objet d’un
examen par le COFRAC.

Le transfert de méthode a été 'occasion de réaliser ce document pour les parametres
estradiol, LH et progestérone dans le cadre d’'une demande d’extension d’accréditation.

La mise place et I’évaluation des nouvelles méthodes de dosages, I'étude des délais
de rendu et du respect du contrat ainsi que I'analyse de risques sont présentés dans la
premiere partie.

Dans un second temps, une évaluation du dosage urinaire de I'estradiol etdelaLH a
été réalisée. L'objectif était d’étudier si les nouvelles méthodes permettraient un dosage
urinaire fiable, représentatif des variations sériques dans le but d’améliorer le confort des

patientes suivies en PMA.

Ce travail est présenté dans une seconde partie.
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I. Transfert du dosage sérique des hormones LH,
estradiol et progestérone des analyseurs Centaur®
(XP et CP) vers le Dimension VISTA 1500®
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I.1. Introduction

Les techniques immunométriques ont évolué depuis leur développement dans les
années 1960. Elles sont devenues plus rapides, plus sensibles et sont maintenant
entierement automatisées pour la majeure partie d’entre elles. Les améliorations ont permis
le développement de techniques en phase homogéne et de réduire les colts et la durée des
analyses. C'est dans les années 1990 que la technique LOCI® (Luminescent Oxygen
Channeling Immunoassay) a été développée (16). Elle est appliquée a de nombreux dosages
dont les hormones de la fertilité (LH, estradiol et progestérone). Cette méthode est intégrée
a I'analyseur Dimension Vista 1500® de Siemens.

Le laboratoire de biochimie du centre hospitalo-universitaire de Grenoble est doté de
trois exemplaires de cet automate. lls permettent de réaliser des analyses de biochimie
générales et spécialisées. Les dosages d’estradiol, de LH et de progestérone sont réalisés sur
deux d’entre eux.

Tout transfert de méthode impose une vérification des performances annoncées par
le fournisseur et une comparaison avec I’ancienne technique.

La vérification d’'une méthode correspond a I’évaluation de sa précision (répétabilité
et reproductibilité), de sa justesse et de son exactitude. Des résultats sont précis lorsqu’ils
sont peu dispersés autour d’une valeur moyenne. lls sont justes lorsque cette moyenne ne
se s’éloigne pas significativement d’une valeur de référence. L'exactitude évalue
I’éloignement d’un résultat par rapport a cette valeur de référence. La difficulté est de
déterminer les limites acceptables.

Trois approches sont possibles : le besoin des cliniciens, la variabilité biologique et
I’état de l'art. En dehors de quelques parameétres tels que I’hémoglobine glyquée, la
troponine ou le cholestérol, il est tres difficile d’établir des limites consensuelles avec les
médecins car les exigences varient selon les spécialités. La variabilité biologique est un
critére de plus en plus utilisé. Carmen Ricos et son équipe ont beaucoup travaillé sur les
variations dans le temps des parameétres biologiques chez un méme individu et chez des
individus différents (17). Elles s’expriment en coefficient de variation intra et inter individuel.
Ricos et son équipe ont établi une base de données répertoriant ces CV pour prés de 350
paramétres. Les limites d’acceptation de la précision et de la justesse sont établies a I'aide
de ces CV. Trois niveaux de tolérance ont été définis. Ceux dit « minimum » correspondent a
la tolérance maximale. Le niveau « optimal » est le plus exigeant. Le niveau « souhaitable »
est une limite intermédiaire. Les modalités de calcul sont présentées dans le tableau 2.

L’état de I'art représente les aptitudes des techniques a un moment donné.

Précision Biais
Tolérance optimale CV méthode < 0,25 x CVi < 0,125V (CV i2+CV g?)
Tolérance souhaitable CV méthode < 0,5 x CVi < 0,250 V (CV i2+CV g?)
Tolérance minimal CV méthode < 0,75 x CVi <0,370 V (CV i%+CV g?)

Tableau 2 : Méthode de calcul des trois niveaux de tolérance analytique selon C.Ricos. CVi (variabilité intra
individuelle) ; CVg (variabilité interindividuelle
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La comparaison de méthode a pour objectif d’évaluer la concordance des résultats
entre I'ancien et le nouvel analyseur et de mesurer I'éventuel impact clinique des
changements observés.

Cette premiére partie aborde :
- Les résultats de la vérification
- La comparaison des méthodes
- La maitrise des risques

- L’évaluation du délai de rendu et du nombre de bilans rendus apres 11
heures.
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1.2. Matériel et Méthode :
[.2.1. Les analyseurs

[.2.1.1. Le Centaur XP et Le Centaur CP

Ces analyseurs multiparamétriques réalisent des immunodosages. Les réactifs et les
calibrants sont communs aux deux appareils.

Les courbes d’étalonnage sont mémorisées par l'automate et ajustées
mensuellement avec deux points de calibration. Trois niveaux de contrdles de qualité sont
passés tous les jours sur le Centaur XP. Le Centaur CP n’est utilisé qu’en cas de panne du
Centaur XP. Les calibrations sont mensuelles. Les CIQ sont passés quotidiennement pour le
Centaur XP et 2 fois par semaine pour le Centaur CP.

[.2.1.2. Le Dimension Vista 1500

Il s’agit d’'un analyseur entiérement automatisé, multiparamétrique. Le dosage des
hormones de la fertilité est réalisé sur deux automates en miroir.

Les calibrations sont faites, selon les recommandations du fournisseur, une fois par
mois pour I'estradiol et la LH (LOCI 8 CAL référence KC 646) et une fois par semaine pour la
progestérone (PROG CAL référence KC 637). La progestérone et I'estradiol sont calibrés a
I'aide de 5 niveaux de concentrations chacun étant passés 3 fois. La LH est calibrée avec 5
niveaux passés 5 fois. Trois niveaux de contrdles de qualité sont passés quotidiennement.

Les réactifs (référence K6464 ; K6463 et K6461) sont contenus dans des cartouches
appelées « flex » divisées en plusieurs puits fermés par un film plastique. Chaque puit est
caractérisé par un nombre de tests et une stabilité. Cette stabilité est plus faible une fois le
puit ouvert. L'analyseur décompte automatiquement le nombre de tests restant et le délai
avant péremption des puits et du « flex ».

Le Vista fait systématiquement une aliquote des échantillons dosés. Elle est
conservée dans une plaque d’aliquotage pour une durée de 2 heures. Tout ajout d’analyse
ou dilution éventuelle est réalisé directement a partir de cette aliquote ce qui évite de
recourir au tube primaire et constitue un gain de temps.

Le tableau 3 donne des informations complémentaires sur les méthodes du Vista et
de Centaur.
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Tableau 3 : Caractéristiques des méthodes LOCI et CMIA pour le dosage des hormones de fertilité
sur dimension Vista et Centaur XP

~ paameétes  Vista Centaur
Estradiol .30 jOUI’S‘ puits fermes 4 28 jours
jours puits ouverts
Stabilité des réactifs b i _30 jOUFS. puits fermés 4 28 jours
3 bord rogestérone jours puits ouverts
30 1 - :
30 jours puits fermés 7 28 jours
LH jours puits ouverts
Estradiol 100 100
Nombre de tests pai
flacon de réactif Progestérone 80 50
LH 100 60
e Estradiol 30 jours 21 jours
Stabilité
des calibrations Progestérone 7 jours 28 jours
LH 30 jours 28 jours
1.2.2. Principe des méthodes
Dans les deux cas, il s’agit d’immunochimiluminescence. L’estradiol et Ia

progestérone sont dosés par compétition alors que la LH est dosée en technique sandwich.

Dans la méthode LOCI™, l'estradiol et la progestérone du sérum sont mis en
compétition avec de l|‘estradiol ou de la progestérone fixée sur des microbilles
photosensibles face a un anticorps biotinylé spécifique, appelé « conjugué ». Des microbilles
chimiosensibles recouvertes de streptavidine sont ajoutées au mélange. La biotine a une tres
forte affinité pour la streptavidine. Les complexes immuns formés, associant les deux
microparticules sont réactifs. Sous I'effet d’'une lumiére a 680 nm la particule photosensible
libere de I'oxygene singulet qui réagit la particule chimiosensible. Cette réaction génére une
lumiere a 620 nm(16). L'intensité du signal lumineux est inversement proportionnelle a la
concentration en estradiol ou en progestérone. Le dosage de la LH est similaire mais la
particule photosensible est recouverte d’anticorps anti-LH et le signal est proportionnel a la
concentration.

Les Centaur utilisent la technique de CMIA™ (Antibody Conjugated Magnetic
Immunoassay). Le principe est comparable a la technique LOCI™ sauf que I|'estradiol, la
progestérone ou les anticorps anti-LH sont fixés sur des particules paramagnétiques et que
les anticorps « conjugués » sont couplés a un ester d’acridinium. Une étape de lavage est
indispensable pour éliminer les anticorps en exces. Au cours de ce lavage, les particules sont
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transitoirement retenues par un champ magnétique. L’hydrolyse de I’ester d’acridinium est
associée a I'émission de lumiere dont I'intensité est mesurée (18).

Les signaux sont transformés en concentration a I'aide de la courbe de calibration.

I.2.3. Vérification des méthodes et rédaction du document SH FORM 43 :

Les vérifications de méthode sont faites suivant les recommandations du guide SH
GTA 04, révision 1 du COFRAC en vue de l'accréditation en portée A des hormones estradiol,
LH et progestérone. La portée A correspond aux méthodes déja validées par le fournisseur,
pour lesquelles aucune modification n’est apportée par le laboratoire. Elle a pour objectif de
s'assurer que les performances de |'outil, requises par le biologiste et annoncées par le
fournisseur, sont reproduites au laboratoire. Deux parties sont envisagées :

- La vérification sur site des performances du couple analyseur/réactif
- La comparaison de méthodes entre le Centaur XP et le Dimension VISTA évaluant
la commutabilité des deux analyseurs

I.2.3.1. Criteres de fiabilité

Seules la répétabilité, la fidélité intermédiaire, I'exactitude et la justesse sont
évaluées sur site. Les autres critéres (intervalle de dosage, limite de détection, analyse des
substances interférentes...) n’ont pas a étre réévalués dans le cadre d’une portée A (19).

Répétabilité et fidélité intermédiaire : La répétabilité représente la dispersion des résultats
sur une série de mesures faite dans les mémes conditions, le méme jour. La fidélité
intermédiaire représente la dispersion des résultats lorsque les analyses sont faites sur des
jours différents avec des conditions différentes (calibrations, lot de réactifs, opérateur
technique, etc.). Elles sont étudiées en utilisant les contréles de qualité fournis par la société
Biorad ( Liquichek™ Immuno Assays plus, lot 40850 ).

Un minimum de trente passages est recommandé pour obtenir une estimation fiable
de la variabilité. La répétabilité a été testée en réalisant 30 mesures successives de chaque
niveau pour la LH et la progestérone. Pour des raisons de disponibilité de réactifs, seul les
niveaux 1 et 3 sont testés en pour l'estradiol. La fidélité intermédiaire est testée sur 30
valeurs, un passage de chaque niveau par jour.

Les résultats sont exprimés en coefficient de variation (CV) :

écart type de l'analyseur
cv = ~ - x 100
moyenne des résultats de l'analyseur

La justesse : elle est définie comme I'étroitesse de I'accord entre la moyenne des résultats
du laboratoire et une moyenne de référence. Elle est évaluée pour chaque niveau de CIQ a
I'aide du logiciel URT de Biorad. La moyenne de référence choisie est la moyenne des
résultats des pairs. Ces derniers correspondent aux résultats obtenus par tous les analyseurs
du méme type utilisant le méme lot de contréle.
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Les parametres de variabilité et de justesse sont suivis sur une période de 5 mois. Les
trois niveaux de CIQ sont passés sur chaque automate tous les jours. Chaque mois, les
indices d’écart type (IET) et les ratios de coefficient de variation (RCV) sont calculés a I'aide
du Logiciel URT de Biorad et analysés. L'IET évalue I’éloignement de la moyenne d’un des
analyseurs Vista a la moyenne des résultats des pairs en nombre d’écart type. Le RCV
compare le coefficient de variation d’un analyseur du laboratoire avec celui de I'ensemble
des analyseurs de méme type utilisant le méme réactif et le méme lot de controle.

moyenne d'un analyseur — moyenne des pairs

IET = ” -
écart type des pairs

ROV = coef ficient de variation de l'analyseur

coef ficient de variation des pairs

La limite acceptable pour I'IET est de plus ou moins 1,2. Un RCV inférieur a 1,2 est
acceptable. Au-dela, une action corrective doit étre envisagée.

De plus, la variabilité totale et la justesse des analyseurs sont évaluées sur le long
terme par les moyennes et les CV cumulés.

Par ailleurs, afin de vérifier I'impact clinique potentiel de la variabilité des analyses,
deux niveaux de controles ont été ajoutés pour l'estradiol a des valeurs seuils
d’interprétation :

-50 pg/ml : qui représente le seuil pour un bon freinage de I'axe gonadotrope
-4000pg/ml : qui représente un critére d’hyperstimulation ovarienne.

Pour cela, 6 sérums de concentrations comprises entre 25 et 66 pg/ml et 3 sérums
de concentrations comprises entre 2800 et 5720 pg/ml sont mélangés, homogénéisés et
dosés sur chaque Vista pour controler la concentration obtenue. La valeur étant proche du
seuil souhaité, chaque mélange est ensuite répartis en 26 aliquotes de 140 pl chacun
(volume permettant un passage sur chaque Vista) puis congelés a — 20°C (la stabilité a été
estimée a 6 mois dans le sérum congelé (20)). Une aliquote est analysée chaque jour sur
chaque automate pendant 1 mois.

Exactitude : Elle correspond a I'étroitesse de I’'accord entre une mesure et une moyenne de
référence. Elle est mesurée a l'aide des évaluations externes de qualité. L’association
ProBioQual produit et organise la distribution des sérums tests. Deux sérums sont
reconstitués et analysés tous les deux mois. Les résultats des différents automates sont
ensuite comparés a la moyenne des pairs et sont rendus sous forme d’un biais (c’est-a-dire
d’un écart en pourcentage par rapport a la moyenne de référence), d’'un z score (c’est-a-dire
d’un écart en nombre d’écart type) en pourcentage et d’une note globale représentant notre
position par rapport aux limites acceptables.

[.2.3.2. Comparaison des méthodes
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Nous avons pu comparer la précision du Centaur XP et des Vista en confrontant les
CV des 3 niveaux de CIQ du lot 40850 du « Liquicheck Immunoassays Plus ». Les données
sont extraites du logiciel URT.

La comparaison des résultats est faite en réalisant les analyses quotidiennes
successivement sur chaque automate. Trente valeurs sont recommandées. Pour enrichir les
données en valeurs hautes des préléevements de cinqg femmes enceintes de moins de 3 mois
ont été rajoutés pour 'estradiol et la progestérone.

Pour chaque parameétre, diagramme de dispersion et diagramme des différences
sont utilisés pour analyser les résultats. Les discordances entre deux analyseurs sont
recontrélés. Une différence est considérée comme discordante si elle s’écarte de plus de 3
écart-types de la moyenne des différences calculées.

Les deux méthodes sont considérées comme transposables si au moins 95 % des
points des diagrammes de dispersion sont compris dans les limites de suivis. Les limites de
suivis représentent un intervalle qui tient compte de la variabilité des deux analyseurs
comparés et nécessite le calcul d’'un écart type combiné :

o(limite de suivi) = \/302(méth0de Vista) + 30*(méthode Centaur XP)

Les écarts types utilisés sont ceux de la fidélité intermédiaire

Le calcul est réalisé pour chaque niveau de contrdle. Les limites de suivi sont
appliqguées aux moyennes de fidélité intermédiaire des CIQ pour encadrer la droite de
régression et les diagrammes des différences. Une courbe de tendance passant par les trois
niveaux de ClQ est ensuite calculée par le logiciel Excel©.

Par ailleurs, les performances globales de chaque méthode de dosage sont
comparées aux autres méthodes a I'aide de graphique de Youden construit avec les résultats
des EEQ.

I.2.4. Evaluation des incertitudes de mesure :

L’évaluation des incertitudes de mesure est une exigence de la norme NF EN ISO
15189. Elle est réalisée a I'aide du document SH FORM GTA 14 du COFRAC (21). L'objectif
est d’aider les cliniciens dans l'interprétation des résultats. De nombreuses méthodes de
calcul existent (22).

Trois méthodes de calcul sont considérées et confrontées.

La premiere, dite « ClQ +étalons fournisseur » utilise les écarts types de fidélité
intermédiaire et les incertitudes sur les calibrateurs.

I=k X JUZ(CQI) + o?(fournisseurs)
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La deuxiéme, est basée sur les résultats des ClIQ et des EEQ :

I =kx JJZ(CQI)Z + 0%(EEQ)

E
0?(EEQ) = ﬁ-l_ d*(E)

Ou E est la moyenne des écarts d’exactitude et a(E) la dispersion des écarts d’exactitude.

La troisieme est basée sur les contréles internes externalisés. Le mode de calcul est le méme
gue celui basé sur les EEQ mais on ne travaille pas avec les biais d’exactitude mais avec les
biais de justesse.

Le coefficient k est un coefficient dit « d’élargissement ». Une valeur de 2 sera utilisée.

Les calculs sont réalisés aprés 5 mois de fonctionnement sur la base des écart-types de
fidélité intermédiaire cumulés.

1.2.5. Maitrise des risques et impact du changement de technique sur les délais de
rendu

1.2.5.1. Maitrise des risques

En plus des critéres de fiabilité, le biologiste doit s’assurer de la maitrise des
différentes phases qui séparent le prélevement (dont il est responsable) du rendu du
résultat. Certaines d’entre elles sont dites critiques car elles peuvent introduire des erreurs.
Ces points critiques doivent étre identifiés et maitrisés. L'approche recommandée pour ne
pas omettre d’étape est celle dites des « 5M » (Matiére, Milieu, Matériel, Méthode, Main
d’ceuvre)

La partie « Matiére » correspond au prélevement : a sa nature (sang ou urine), au type de
conditionnement, a son identité, aux conditions de transport et de prétraitement.

La partie « Milieu » correspond a I'’environnement analytique, c’est-a-dire aux conditions de
travail. Il est principalement question des températures de conservations des échantillons,
des réactifs et des conditions ambiantes pour un déroulement optimal des analyses.

La partie « Matériel » décrit les outils: les analyseurs, leurs maintenances et leurs
planifications, le mode de reconstitution des réactifs et des calibrants.

La partie « Méthode » décrit les limites de la méthode, les risques de contaminations et
d’interférence ainsi que les causes d’incertitudes de mesure.

La partie « Main d’ceuvre » correspond a l'acquisition et a I'entretien des compétences du
personnel.
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1.2.5.2. Evaluation du délai de rendu et respect du contrat :

Avant d’étudier le nombre de retards et d’identifier I'imputabilité des différentes
phases (pré-analytique, analytique et post analytique) nous avons évalué les durées
médianes séparant la réception de l'enregistrement, |'enregistrement de la vérification
technique et la vérification technique de la validation biologique. Ces valeurs nous ont servi
a définir I'heure maximale pour chaque phase au-dela de laquelle le risque de rendre les
résultats aprés 11 heures était trop grand. Chaque étape a pu étre évaluée grace a une
extraction des heures d’horodatage, d’enregistrement, de vérification technique et de
validation biologique. L’analyse est faite sur une période de 3 mois, de Février a Avril 2014
inclus pour les analyses du Centaur XP et de Février a Avril 2015 inclus pour les analyses
faites sur les Dimensions Vista. Le travail porte sur les différentes étapes du processus,
depuis la réception jusqu’a la validation biologique. Les critéres retenus sont présentés dans
le tableau 4. Le délai de rendu est exprimé en médiane, 10°™¢ et 90°™¢ percentile. Seuls les
bilans arrivés avant 9 h 15 sont considérés dans cette étude.

Phase pré-analytique Enregistrement aprés
(réception, 9h45 et durée de la
enregistrement) phase analytique <1
heure
Phase analytique Validation technique
(convoyage, centrifugation, aprées 10h50 et

Si les résultats sont

analyse et validation enregistrement avant

La cause sera ... technique) rendus apres 11 9h4s
Post analytique heures et que ... Validation technique
(validation biologique) avant 10h50
Mixte (pré analytique et Enregistrement apres
analytique) 9h45 et durée de la
phase analytique > 1
heure

Tableau 4 : Définition des critéres pour I'analyse des retards

Les retards sont exprimés en nombre de bilans rendus apres 11 heures.

Par ailleurs, nous avons étudié les moyens mis en ceuvre pour prévenir le service de
procréation médicalement assistée en vérifiant, a chaque fois qu’un retard était identifié, si
une communication avait été faite au service et si I'information était tracée.
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I.2.6. Traitement des données :

Les résultats des sérums de contréle interne de qualité fournis pour la société Biorad
sont gérés a 'aide du logiciel Unity Real Time (de Biorad). Les données des EEQ sont traitées
par I'association ProBioQual. Les autres données sont traitées a |'aide du logiciel Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Pour les analyses statistiques, la normalité des
distributions est évaluée a l'aide du test de Kolmogorov-Smirnov. En cas de distribution
normale, les tests paramétriques utilisés sont ’ANOVA pour les variances et le test de t de
Student pour les moyennes. Lorsque la distribution n’est pas Normale, les moyennes sont
comparées par un test de Mann et Whitney. Les calculs statistiques sont réalisés a I'aide du
logiciel en ligne biostaTGVO. Les résultats sont traités par I'algorithme A qui permet de
recalculer la moyenne et |'écart type de la distribution en corrigeant les valeurs extrémes
(23).
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1.3. Résultats

I.3.1. Vérification sur site :

La vérification s’est déroulée sur 2 mois entre le 01/12/2014 et le 26/01/2015

1.3.1.1. Parameétres de fiabilité :

Précision :

Les CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire pour chaque hormone sont
présentés respectivement dans les tableaux 5 et 6. Les moyennes des Vista indiquée
correspondent aux moyennes des deux automates. Les données de RICOS souhaitables
peuvent étre converties en optimal (optimal = 0.5 x souhaitable) et en minimum (minimum =
1.5 x souhaitable). La répétabilité est mesurée sur une méme série de mesure avec la méme
calibration. La fidélité intermédiaire est mesurée sur une période de 30 jours. Il y a eu 2
calibrations pour la LH et I'estradiol. Il y a eu 4 calibrations pour la progestérone. Les CIQ ont
parfois été dosés le matin et le soir du méme jour. Les lots de calibrateurs et de réactifs sont
les mémes sur la période de vérification.

Les calibrations permettent de corriger les dérives des résultats liées a la dégradation
des réactifs. Cette dérive augmente le CV de fidélité intermédiaire. Elles peuvent cependant
provoquer des biais. Il faut que les calibrations ne soit pas trop fréquentes.

Le CV de répétabilité de I'estradiol du Vista 3 est deux fois plus petit que celui du
Vista 1 pour des concentrations de 'ordre de 20 pg/ml. Les résultats demeurent acceptables
sur la base des données de la SFBC. Les valeurs de Ricos sont issues de la derniere mise a
jour de 2014. Les résultats sont inférieurs aux limites optimales proposées par Ricos a
I'exception du niveau 20 pg/ml de I'estradiol pour le Vista 3 qui respecte les limites
souhaitables. Le Vista 1 ne respecte pas les valeurs minimales.

REPETABILITE Références
Parameétres oMoye_n nes VT
(unité) (N®duNiveaude Feyyige Tevvista | v CV Ricos
controle) 1 3 SFBC(24) | souhaitable

Ectradiol (1) 200 | 172% | 87% | 188% 11,25 %
T (2) 3166 NF NF 7% 11,25 %
3) 7368 | 16% | 15% 7,5% 11,25 %

Progestérone (1) 1,18 36% | 30% | 18,8% Absent
Bl (2) 80 15% | 1,4% 7,5% Absent
(3) 19,5 12% | 1,2% 7,5% Absent

. (1) 4,25 24% | 1,9% 7,5% 11,5 %
- (2) 20,7 15% | 15% 6% 11,5 %
(3) 763 16% | 15% 6% 11,5 %

Tableau 5 : Coefficients de variation de répétabilité pour chaque hormone a l'issu des tests de
vérification sur site ; NF : non fait ; N=30 ; Calcul réalisé pour une période de 2 mois.

Les CV de fidélité intermédiaire sont comparables pour toutes les hormones et tous
les niveaux a I'exception des faibles concentrations d’estradiol. Le Vista 1 est en dehors des
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limites acceptables avec les résultats de la vérification de méthode mais son CV est de 20%
dans le mois qui a suivi. Pour la progestérone, le CV du Vista 1 est légérement plus grand que
celui du Vista 3.

Les résultats de fidélité intermédiaire sont stables apreés la vérification de méthode. Les RCV
mensuels sont inférieurs a 1,2 au cours des 5 mois qui ont suivi.

Tableau 6 : Coefficients de variation de fidélité intermédiaire pour chague hormone a l'issu des
tests de vérification sur site. N=30 ; Calcul réalisé sur une période de 2 mois.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
VISTA CENTAUR XP Réferences
parameétres Moyenne Cv cv
(N° du Vista | Vista | moyenne | CV SFBC(2 RICOS Pairs
Niveau de 1 3 y 4) souhaitable | Vista
contrdle)

20 21,1

0 [ 0 0 0 Y

Estradiol (1) 200 | 29% | 13% | 2936 | | 25% 11,25% !
pg/ml (2)3166 | 2% | 2% | 3998 |55 | 10% | 11,25% | 4%
(3)736,8 3% 2% 1062 5,0 10% 11,25% 3,4%
(1) 1,18 78% | 6,3% 0,89 251' 25% Absent 7,1%
Pmiegs;;rl”e 2)80 | 28% | 31% | 6,79 131' 10% Absent | 3,1%
(3)19,5 2,9% 1,9% 16,32 122' 10% Absent 3,6%
M (1425 | 23% | 31% | 457 | 61| 10% 115% | 43%
UL/m] (2)20,7 | 1,8% | 24% | 1906 | 59 | 8% 1,5% | 3,3%
(3)763 | 18% | 1,7% | 67,16 | 66 | 8% 11,5 % 3%

Les concentrations obtenues sont dans les intervalles d’acceptation données par le
fournisseur des échantillons de controle.

Les contrOles préparés au laboratoire ont permis de calculer les coefficients de
variations pour des valeurs de 50 pg/ml (niveau bas) et 3000 pg/ml (niveau haut). Pour le
niveau bas, ils sont respectivement de 10,7 % (Vista 1) et 6,6 %(Vista 3). Ces résultats sont
calculés sur 25 passages. Le contrble niveau haut a montré qu’il existait une différence
moyenne de 400 pg/ml entre le Vista 1 et le Vista 3. Cette différence a été corrigée aprés une
intervention technique (changement de [I'aiguille de prélevement et du mixeur qui
homogénéise le milieu réactionnel). Le coefficient de variation apres intervention est passé de
10% a 3.2% (valeur identique au Vista3).
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La fréquence recommandée des calibrations par les fournisseurs pour la
progestérone augmente la consommation des réactifs et peut contribuer a la dégradation
des performances analytiques des Vista. Nous avons évalué la possibilité d’allonger la
période de validité des calibrations en comparant les CV de chaque niveaux de CIQ sur une
méme période avec et sans calibration hebdomadaire.

Les résultats des prolongations des périodes de calibrations sont présentés dans les
tableaux 7 et 8. Il n'y a pas de différence significative entre la période avec calibration
hebdomadaire et la période avec une calibration unique (p=0.227). Les résultats apres
prolongation sont cependant tous légerement plus bas. Une étude sur une période plus
longue aurait peut-étre montré une différence en faveur de I'allongement de la période
entre deux calibrations.

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Nb de Nb de Nb de
contrble| CV |contrble| CV |contrble| CV
calibration
hebdomadaire 50 6,83 50 2,96 50 2,95
une seule
calibration 49 5,82 54 2,86 48 2,13

Tableau 7 : Impact de la prolongation des période de validité des calibrations sur les CV de fidélité
intermédiaire. CV et moyennes des résultats de progestérone sur le Vista 1 :

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Nb dAe cV Nb dAe cV Nb dAe cV
contrble contrble contrble
calibration
hebdomadaire 50 5,63 50 2,01 50,00 2,18
une seule
calibration 44 5,03 42 1,96 43 1,58

Tableau 8 : Impact de la prolongation des période de validité des calibrations sur les CV de
fidélité intermédiaire. CV et moyennes des résultats de progestérone sur le vista 3 :

Les performances de la méthode ne sont pas dégradées par I'espacement des
calibrations
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Justesse et exactitude

Les résultats peuvent étre précis mais faux. Pour évaluer I'éloignement a la valeur
« vraie » nous étudions la justesse et |'exactitude. La valeur cible n’est pas toujours connue.
Elle existe pour certaines molécules. Par exemple les résultats de progestérone obtenus a
I'aide de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse sont
considérés comme des valeurs de référence. Lorsqu’elle n’est pas connue, elle est souvent
assimilée a la moyenne des résultats obtenus par les mémes analyseurs utilisant la méme
méthode de dosage.

La justesse évalue I'écartement de la moyenne d’un analyseur a une moyenne de
référence. L'exactitude évalue I’écartement d’un résultat a une moyenne de référence.

Les biais de justesse sont évalués par les CIQ. lls sont exprimés en pourcentage par
rapport a la moyenne des pairs. Le tableau 9 présente les résultats obtenus. Les valeurs des
concentrations présentées correspondent aux moyennes des pairs cumulés a la fin du mois
de janvier 2015. Le nombre de valeur des pairs est supérieur a 1000 dans tous les cas. Les
résultats montrent que les biais sont faibles et acceptables au regard des références
proposées par les sociétés savantes et Ricos, a I'exception du niveau bas de |'estradiol sur le
Vista 1. Les biais sont négatifs pour les deux Vista pour I'estradiol et la progestérone. Ils sont
positifs et croissants avec la concentration pour la LH.

Les écarts sont faibles et de méme sens pour les deux analyseurs. Ces résultats
doivent étre étudiés sur une période plus longue pour voir s’ils persistent.

Moyenne cumulée Biais V1 vs Biais V3 vs Limites Limites
parameétres des pairs (nombre pairs pairs SFBC Ricos
de laboratoires) souhaitable
24 pg/ml (22) -32,8 % -5,06 % 24,5 % 8,3%
Estradiol 325,2 pg/ml (8) -2,6% -2,74 % 11,2 % 8,3%
753,1 pg/ml (14) -3,2% -1,29% 11,2 % 8,3%
1,22 ng/ml(14) -8,13 % -6,5% 24,5 % ND
Progestérone 8,0 ng/ml (10) -2,12 % -1,11% 11,2 % ND
19,8 ng/ml (14) -2,3% -1,81% 11,2 % ND
4,16 UI/L (32) 0,4 % 0% 17,3 % 8,9 %
LH 20,4 UI/L (17) 0,8 % 0,3% 12,7 % 8,9 %
75.2 UI/L (28) 2,6% 0.7% 12,7 % 8,9 %

Tableau 9 : Comparaison des biais de justesse de I’estradiol, de la LH et de la Progestérone pour le Vista 1 et
le Vista 3. ND : Non Déterminé.

Apres 5 mois d’utilisation les caractéristiques décrites aprés la vérification sur site
sont restées stables. Les IET sont toujours compris entre +1,2 et -1,2 a I'exception du mois
de janvier sur le Vista 1 ou I'lET est de -1,9 pour I'estradiol. Cet écart est secondaire a une
calibration.
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Les résultats d’exactitude sont évalués a I'aide des EEQ. Nous avons analysé 6 sérums
lyophilisés au cours de la période d’étude. La progestérone en technique LOCI est récente.
Les résultats d’estradiol sont comparés avec 17 laboratoires et ceux de la LH avec 22
laboratoires. Il n’y a pas suffisamment de pairs pour la progestérone. Les autres résultats
d’estradiol ainsi que tous les résultats de LH sont compris dans les intervalles d’acceptations
définis par ProBioQual. Ces intervalles sont basés sur les données de « Ricos souhaitable »
ou « minimum ». La figure 2 montre un exemple de présentation des résultats des EEQ suivi
sur la période de 5 mois apres la vérification de méthode. Les chiffres correspondent aux z-
score et les lettres a la note. Les lignes supérieures et inférieures correspondent aux limites
d’acceptation.

Figure 2 : Suivi des notes et z-scores par rapport au groupe de pairs : données
issues des comptes rendu de ProBioQual : B+ = bien,-dans I'intervalle
d’acceptation ; TB :=tres bien, tres proche de la moyenne de référence.

1

| 1,8 |
=
{é:'_..-"

B, B

0.3 0.3 TB) |o.= 'E"E"-’

-1.1 |—1.2|

Les résultats sont satisfaisants.

I.3.2. Evaluation de I'incertitude de mesure

Les résultats des trois approches de calcul des incertitudes de mesures sont
présentés dans le tableau 10. Les résultats des Vista 1 et 3 ont été regroupés. Cette
incertitude représente ainsi « l'incertitude du laboratoire » pour les parametres de fertilité.
Les valeurs présentées sont les incertitudes élargies avec un coefficient d’élargissement k
égale a 2. Le niveau d’incertitude est influencé par la méthode de calcul utilisée.
Lincertitude est plus grande avec la méthode « CIQ+EEQ ». Les différences sont plus
marquées avec les niveaux 2 et 3 d’estradiol (320 pg/ml et 750 pg/ml). La
méthode « ClQ+étalon fournisseur » donne une incertitude trés proche de la méthode « CIQ
+ ClQ externalisé ».
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Tableau 10 : Incertitudes de mesure des 3 parameétres estradiol, LH et progestérone 5 mois apreés la

vérification de méthode.

analyseurs VISTA CENTAUR XP
Incertitudes CIQ+
Incertitude CIQ + Etalon ) ClQ externalisés .
e CIQ Incertitude CIQ+EEQ (k=2) Q Incertitudes
fournisseur (k=2) : . (k=2)
aramétre Moyenne +/- incertitude Moyenne +/- incertitude Centaur XP
P v ) ) de mesure (incertitude Moyenne +/- Méthode CIQ+EEQ
de mesure (incertitude . incertitude de 3 .
lati relative ) ) élargie (k=2)
relative) mesure (incertitude
relative
| 22,5+ 10,9 (48,3%) 21,1 +/-10,5 (49,6%) 25,1 +10,0 (40,1%) 57,5+ 14,6 (25,3%)
£ .
(;tgrjg:l‘; 323,8+ 21,7 (6,7%) 328,8 +/-37,6 (11,4%) 325,0 + 23,3 (7,2%) 399,9 40,9 (10,2%)
754,0 + 49,2 (6,5%) 757,2 +/ 76,9(10,2%) 761,0 50,7 (6,7%) 982,6 +83,8 (8,5%)
4,14 + 0,4 (9,8%) 4,17 +0,47 (11,4%) 4,15 +0,31 (7,5%) 4,85+ 0,52 (10,7%)
LH
(mUl/mi) 20,3+ 1,2 (6%) 20,4 + 1,48 (7,3%) 20,36 + 1,13 (5,5%) 19,41+ 2,30 (11,8%)
75,2 + 4,4 (5,8%) 74,9 +5,9 (7,9%) 74,96 + 4,77 (6,4%) 62,3t 11,72 (18,8%)
1,14+ 0,15 (13,5%) Pas assez de données 1,16 £ 0,13 (13,7%) 0,89+ 0,41 (45,9%)
Progestérone -
(ng/ml) 7,9+0,5(6,3%) Pas assez de données 7,9+0,41 (5,2%) 9,31 +1,26 (13,6%)

19,3 £ 1,12 (5,8%)

Pas assez de données

19,3 £0,87 (4,5%)

16,3 £2,58 (15,8%)
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1.3.3. Comparaison des méthodes :

I1.3.3.1. Conditions d’analyses :

Les caractéristiques techniques représentées dans le tableau 11 indiquent que les
volumes requis pour les analyses avec la nouvelle méthode ont été fortement réduits. La
durée des analyses a été divisée par deux sauf pour la progestérone pour laquelle la durée
n’a pas changé. Les limites hautes de dosages sont plus faibles avec les méthodes Vista et les
limites de détections n’ont pas changées.

parametres Vista Centaur

Volume Estradiol 12 80

d’échantillon

distribué  (volume p o oqctérone 10 20

mort) LH 2 50

718

Durée d’analyse Estradiol 10 20
Progestérone 21 18
LH 10 20

Domaine de mesure Estradiol 11-1500 pg/ml 11-3000pg/ml
Progestérone 0.2-40 ng/L 0.2-60 ng/L
LH 0.2-150 mUl/ml 0.2-200 mUl/ml

Tableau 11 : Comparaison des conditions de dosages entre le Dimension VISTA et le Centaur XP

Les informations des fiches techniques indiquent que la limite de quantification est la
méme pour I'estradiol (19 gp/ml avec la technique CMIA™ et 18.7 pg/ml pour la technique
LOCI™) (20). Pour la progestérone, nous ne connaissons que la limite de quantification de la
méthode Vista (0.5 ng/ml). Pour la LH, seule la limite de détection est précisée. Elle est de
0,2 mUl/ml (25).
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1.3.3.2. Comparaison des résultats :

Cette analyse est faite en trois parties :

- La comparaison des moyennes et des coefficients de variations obtenus aves les
résultats des CIQ du lot 40850 qui ont été passé sur les deux analyseurs.

- L'étude des corrélations entre analyseurs est faite a I'aide d’'un diagramme de
dispersion. Il représente les résultats rendus par chacun des analyseurs pour un méme
sérum. L'analyse de I'’équation de la droite (ou de la courbe) des tendances indique et
quantifie le biais existant entre les deux automates. La valeur du coefficient de régression R
mesure la dispersion des résultats.

- ’étude du diagramme des différences entre les résultats. Elle permet de voir si un
analyseur donne des valeurs plus hautes ou plus basses que I'autre et si ces différences sont
stables en fonction des concentrations. Le graphique est centré sur I’équation y = 0. Si les
points sont répartis de maniere uniforme de part et d’autre de I'axe des abscisses, les
méthodes sont équivalentes. Sinon, il existe un biais systématique.

Le nombre de sérums et la gamme de concentrations couverte au cours de cette
étude sont présentés dans le tableau 12. Six préléevements de femmes enceintes ont été

rajoutés.

Parametres Nombre de sérum Gamme de concentration
Estradiol 42 26,13- 1200 pg/ml
Progestérone 32 1,2-60,5 ng/ml

LH 36 0,4-28,6 mUl/ml

Tableau 12 : Gamme des concentrations testées pour la comparaison de méthode

Les corrélations de I'estradiol, de la LH et de la progestérone sont présentées
respectivement sur les figures 2, 4 et 6. Les diagrammes de différence sont présentés sur les
figures 3,5 et 7.

Comparaison entre Vista et Centaur :

Les moyennes des niveaux 1, 2 et 3 des ClQ de l'estradiol du Centaur sont
respectivement plus hautes de 41,5%, 20% et 44,3%. Pour la progestérone, les résultats du
Centaur sont plus bas respectivement de 32, 5%, 18% et 20 % pour les niveaux 1,2 et3. Les
concentrations des niveaux 1 et 2 de la LH sont similaires. Il existe un biais de 12 %avec le
niveau 3 pour lequel le Centaur est plus bas.

Tous les CV de fidélité intermédiaires des Vista sont plus faibles que ceux du Centaur
XP. Ils ont été réduits de moitié pour la LH et les niveaux 2 et 3 pour |'estradiol et d’un
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facteur 3 a 6 pour la progestérone. Seul le niveau 1 d’estradiol du Vista 1 apparait plus
variable que le Centaur.

Les incertitudes de mesures du Vista sont plus basses que celle du Centaur XP pour la
LH. Pour les niveaux 320 et 750 pg/ml d’estradiol, la différence est faible. |l n’est pas possible
de conclure pour les faibles concentrations d’estradiol car le niveau bas du Centaur XP n’est
pas le méme que celui du Vista (57 pg/ml vs 22 pg/ml).

La corrélation montre que les résultats du Vista sont plus bas de 20 % par rapport au
Centaur XP pour I'estradiol et plus haut de 10 % pour la progestérone. La concordance est
tres bonne pour la LH. Un point sur les trente sort significativement des limites de suivi ce
qui est acceptable pour I'estradiol. Aucun n’est en dehors des limites de suivi pour la LH et la
progestérone.

Les diagrammes des différences confirment les biais calculés sur la base des
équations de régressions. Deux points sortent des limites de suivi pour I'estradiol. Tous les
points sont acceptables pour le LH et la progestérone.

Comparaison entre les deux Vista :

Les CIQ montrent qu’il existe un biais pour I'estradiol respectivement de 24%, 2.4 %
et 2.3 % pour chaque niveau. Le Vista 1 donne des résultats plus bas (16,6 pg/ml_contre
23,5pg/ml). Cette différence est acceptable sur le plan clinique. Pour tous les niveaux de
concentration de LH et de progestérone, les moyennes obtenues pour chaque Vista sont
similaires.

Les corrélations entre Vista 1 et 3 sont satisfaisantes. Tous les points, quelques soit le
paramétre, sont dans les limites de suivi. Les deux automates sont concordants. En
revanche, il existe un biais de 5 % pour I'estradiol sur la base de I'’équation de régression. Le
Vista 1 donne des valeurs plus basses.

Les diagrammes de différences ne font pas ressortir de biais. Tous les points sont
dans les limites de suivi.

Comparaison entre Centaur XP et CP :

Les CIQ montrent des biais négligeables pour les LH et la progestérone. Tous sont
inférieur a 5% Les biais sont plus importants avec l'estradiol (4%, 13,8% et 10,2%
respectivement pour des concentrations de 59 pg/ml, 463 pg/ml et 1000 pg/ml).

La corrélation entre Centaur XP et CP montre que le Centaur CP rend des résultats
plus hauts de 28% pour |'estradiol et de 5% pour la LH. Le Centaur XP donne des valeurs plus
hautes de 8% pour la progestérone.
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Le diagramme des différences, ne montre pas de biais avec I’estradiol mais les points
sont dispersés. Il existe un biais systématique et proportionnel a la concentration pour la LH.
Le Centaur CP donne des valeurs plus hautes de 10%. Pres de 99% des points de
progestérone sont compris entre 0 et 1,5 ng/ml. On ne met pas en évidence de biais mais la
dispersion est importante.

En résumé, I'analyseur Vista et I'analyseur Centaur sont commutable. Les résultats ne
sont pas équivalents mais il est possible de passer de I'un a I'autre avec un coefficient de
correction. La concordance entre les deux analyseurs Vista s’avére meilleure que celle
observée entre les deux Centaur. La nouvelle méthode donne des résultats plus satisfaisants
(moins de dispersion et absence de biais entre les deux automates).
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Figure 3 : Résultats des corrélations pour I'estradiol : Comparaison entre le Centaur XP et le Vista (a),
entre les deux Vista (b) et entre le Centaur XP et le Centaur CP(c). Les lignes courbes correspondent aux
limites de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire +o (limite de suivi). N=30.
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Figure 4 : Diagramme des différences pour I'estradiol : Comparaison entre le Centaur XP et le Vista
(a), entre les deux Vista (b) et entre le Centaur XP et le Centaur CP (c). Les lignes courbes
correspondent aux limites de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire * o (limite de
suivi). N=30
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Figure 5 : Résultats des corrélations pour la LH : Comparaison entre le Centaur XP et le Vista (a), entre
les deux Vista (b) et(c) entre le Centaur XP et le Centaur CP. Les lignes courbes correspondent aux limites
de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire + o (limite de suivi). N=30
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Figure 6 : Diagramme des différences pour la LH : Comparaison entre le Centaur XP et le Vista (a), entre
les deux Vista (b) et entre le Centaur XP et le Centaur CP (c). Les lignes courbes correspondent aux limites
de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire + o (limite de suivi). N=30
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Figure 7 : Résultats des corrélations pour la progestérone : Comparaison entre le Centaur XP et le Vista 1
(a), entre les deux Vista (b) etentre le Centaur XP et le Centaur CP(c). Les lignes courbes correspondent
aux limites de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire + o (limite de suivi). N=30
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Figure 8 : Diagramme des différences pour la progestérone: Comparaison entre le Centaur XP et le
Vista 1 (a), entre les deux Vista (b) et entre le Centaur XP et le Centaur CP (c). Les lignes courbes
correspondent aux limites de suivi ; limites de suivi =moyenne de fidélité intermédiaire * o (limite de
suivi). N=30
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1.3.3.3. Comparaison aux autres techniques:

Les EEQ nous donnent des informations sur la reproductibilité inter-technique, c’est-
a-dire sur la dispersion des résultats obtenus avec les différentes techniques participants au
méme programme d’évaluation externe de la qualité.

La figure 8 présente un exemple de diagrammes de Youden pour I'estradiol la LH et la
progestérone pour deux niveaux d’EEQ. Les répartitions observées sur ces diagrammes sont
comparables a celles observées avec les autres graphiques de Youden obtenus sur la période
d’étude. Les diagrammes de Youden exploitent les résultats de deux niveaux de contréle sur
un graphique unique. L'abscisse représente le résultat du taux bas et I'ordonnée celui du
taux élevé. Les limites acceptables de chaque niveau délimitent un carré ou un rectangle
central. Ce dernier représente une aire d’acceptabilité des résultats. Lorsque les résultats
sont en dehors mais sur la diagonale, la méthode présente un biais de justesse. Dans tous les
autres cas, il y a un probléme d’étalonnage ou de précision de la technique. La position de
notre résultat sur ce graphique nous aide a dépister des anomalies techniques.

On observe un nuage de points assez dense pour I'estradiol et la LH alors qu’il est
plus dispersé pour la progestérone. Ce nuage regroupe les résultats de techniques
différentes. Plus le nuage est dense meilleure est la reproductibilité inter technique.

Pour l'estradiol, on peut distinguer 3 nuages. Le premier, central, regroupe la
majorité des techniques. Il est composé principalement des résultats des analyseurs de la
société Roche et Biomérieux. Un deuxiéme, excentré, mais sur la diagonale, présentant un
biais de justesse composé des résultats Cisbio et de OrthoClinical diagnostic. Enfin, un
troisieme nuage excentré au-dessus du nuage principal.

La méthode LOCI fait partie du nuage central. Les résultats apparaissent peu dispersés. La
méthode du Centaur présente un biais d’étalonnage. La dispersion des points plus grande.

Le diagramme de la LH montre qu’il existe une trés bonne reproductibilité inter-
technique. Sur 7 répertoriées dans ce programme de probioqual, 5 sont regroupé dans le
méme nuage central. Les résultats du Centaur XP et du Vista sont superposable. Ceux du
Centaur XP sont plus dispersés

La dispersion des nuages de la technique LOCI doit étre nuancée a cause du faible
nombre de laboratoires utilisant cette technique pour le moment.

I N’y a pas assez de données pour la progestérone, notons simplement que les
résultats de la méthode Vista sont trés proches de la méthode de référence et que la
dispersion des résultats du Centaur est importante.
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Figure 9 : Diagramme de Youden de I'estradiol, de la LH et de la progestérone construit sur deux résultats d’EEQ.
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1.3.3. Maitrise des risques et Impact de la nouvelle organisation sur les délais
d’analyse :

Deux risques principaux ressortent de I'étude du processus : une panne simultanée
des deux automates et une rupture de stock en réactifs, calibrants ou controles de qualité.
La solution de repli est un laboratoire extérieur sur Grenoble.

Les délais de rendus pour chaque automate sont présentés dans le tableau 13. Ills sont
comparables sur les deux périodes.

Automate Centaur Vista
Nombre de bilan 830 756
Période 01 février— 30 avril 2014 | 27 janvier -27 avril 2015
10eme centile 1 heure 1 heure
médiane 1 heure 16 1 heure 18
90eme centile 1 heure 50 1 heure 52

Tableau 13 : Comparaison des délais de rendu pour la période de février a avril en 2014 et 2015 (temps entre
I’horodatage et la validation biologique)

Quatre-vingt-treize pourcent des demandes traitées au cours de la période entre
février et avril 2014 sont arrivées avant 9h15. Il y a eu 45 bilans rendus aprés 11 heures, soit
6% des demandes. Parmi les demandes de la période de février a avril 2015, 96 % sont
arrivées avant 9h15. Il y a eu 20 dossiers rendus aprés 11 heures, soit 3% des demandes. Le
nombre de retard et leur importance est présenté sur la figure 9. La répartition des causes est
présentée dans la figure 10.

Le nombre et la durée des retards ont été divisés par deux depuis le transfert des
dosages sur les Vista. La répartition des causes n’a pas changée en proportion. Les causes
« mixtes » ne sont pas retrouvées sur la période de 2015. Les raisons des retards (pannes,
surcharge de travail, etc.) ne sont pas identifiables. Certains sont secondaires a une panne
d’automate car tous les bilans de PMA du jour sont en retard et les contrbéle de qualité sont
passés tardivement. D’autres sont dispersés (1 a 3 par jours) et pourraient d’avantage étre liés
a une surcharge de travail ou a des oublis.

Les retards ne sont pas tracés. lls nont pu étre identifiés que par I'extraction de
données informatique. De méme, il n'y a aucune preuve du signalement des retards aux
services de PMA.
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Figure 10 : Comparaison du nombre et de I'importance des retards.

Figure 11 : Répartition des causes de retard au cours de la période février-avril : (a) 2014; (b) 2015.
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I.4. Discussion

1.4.1 Vérification sur site des nouvelles méthodes

I.4.1.1. Criteres de fiabilité

La vérification sur site s’est avérée satisfaisante et autorise |'utilisation quotidienne
de ces nouvelles méthodes.

Les CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire obtenus avec les nouvelles
méthodes correspondent aux données fournisseurs exception faite pour les faibles
concentrations d’estradiol et de progestérone qui sont plus hautes que celle indiquées sur
les fiches techniques (respectivement 12.3% et 4.3 %). Cette variabilité n’est pas liée a la
fluctuation de I’échantillonnage car les CV sont restés stables aux cours des 5 mois
d’utilisation.

L'imprécision des trois niveaux de contréle de chaque hormone est acceptable au
regard des résultats de nos pairs. Les RCV sont restés inférieur a 1,2.

La forte valeur de CV (29%) pour le niveau bas d’estradiol observée lors de la
vérification de méthode s’explique par une calibration intervenue au milieu de la phase de
test. Elle a provoqué une modification de la moyenne qui est passée de 19,8 pg/ml, sur une
période de 15 jours, a 14 pg/ml sur une autre période de 15 jours. En ne considérant chaque
période, les CV sont de 20% et 22%. L'annexe 2 illustre la conséquence de cette calibration.
La différence observée entre les deux Vista pour ce niveau disparait lorsque les
concentrations augmentent. Elle est difficile a expliquer car les performances des autres
analyses (LH et progestérone) sont comparables pour les deux analyseurs, et les systemes de
prélevements et de mesures mis en ceuvres sont les mémes. Notons par ailleurs que les
résultats des mois de juillet et aoGt indiquent que les CV des Vista deviennent comparable.
Le Vista 1 n’est pas moins performant que le Vista 3, tout dépend de la période d’étude.

Anne Vassault et ses collaborateurs ont proposé comme référence les CV de
répétabilité et de reproductibilité obtenus par 50 % des laboratoires les plus performants
en se basant sur des contrOles externes ponctuels ou permanents (24). Les résultats des
Vista seraient satisfaisants selon ces criteres. Cependant la limite choisie pour définir la
performance est discutable (pourquoi 50% ?) et il n'y a pas de distinction entre les
différentes méthodes utilisées. De plus, ces données datent de 1999, elles ne sont plus
adaptées aux techniques actuelles.

Les références proposées par Carmen Ricos et ces collaborateurs sont basées sur la
variabilité biologique inter et intra-individuelle. Elles sont construites sur la base des CV
extraits d’une revue de la littérature. Il n’y a pas de données concernant la progestérone. Les
CV de la LH et des niveaux 316,5 pg/ml et 736,8 pg/ml d’estradiol sont inférieurs niveau
optimum (cf. tableau de [lintroduction) ce qui témoigne d’'une bonne performance
analytique. Concernant le niveau 20 pg/ml de I'estradiol, le Vista 3 est inférieur au limite
minimum mais le Vista 1 est hors limite. Les références proposées par Ricos sont cependant
discutables. Il n’y a pas de distinction entre répétabilité et fidélité intermédiaire et cette
approche ne tient pas compte des différences de fiabilité des méthodes en fonction des
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niveaux de concentration. Les CV proposés sont issus de 5 articles pour la LH et 5 articles
pour l'estradiol (26). lIs ne reflétent pas totalement la variabilité biologique des hormones.
Par exemple, la concentration d’estradiol double toutes les 48 heures a partir du 6™ jour de
cycle. Les CV calculés dépendent du nombre de prélévements par jour, du délai entre les
préléevements et du nombre de jours suivis. Il semble que la variabilité biologique ne soit pas
I'approche la plus satisfaisante pour I'établissement de critéres d’acceptation analytique
pour ces molécules.

L'absence de différences significatives entre les CV de progestérone qu’il y ait ou non
une calibration hebdomadaire indique que la fréquence des calibrations pourrait étre
repoussée a 1 mois sans altérer les performances analytiques de la méthode. Cela
permettrait de réduire la consommation de réactif et de simplifier I'organisation du travail.
La surveillance quotidienne des contréles internes permettra de pallier a une éventuelle
dérive.

Les résultats des CIQ obtenus lors de la vérification sur site nous ont permis de
déterminer des limites d’acceptation globales. Nous avons défini la moyenne des 2
analyseurs comme moyenne de référence et nous avons choisi I'écart type des pairs comme
unité de dispersion. Trois écart-types des pairs constituent les limites de tolérance. Sur la
période de suivi, 832 CIQ ont été passé pour la LH, 932 pour la progestérone et 999 pour
I'estradiol. Il y a eu respectivement 0,4 %, 0,6 % et 0,5% de rejet. Cette proportion est
acceptable.

Les trois niveaux de ClIQ nous donnent une information sur la variabilité pour la
premiére moitié de la gamme de dosages. Les valeurs supérieures a 1500 pg/ml associées a
une dilution ne sont pas testées. Il pourrait étre utile de réaliser de maniére ponctuelle un
nouveau mélange de sérum.

La justesse des analyseurs est satisfaisante pour I'’ensemble des paramétres. Elle est
restée stable sur toute la durée de suivi. Le biais de -32 % observé lors de la vérification sur
site correspond a -1,5 IET et s’explique, de la méme maniere que le CV de 29%, par la
calibration intervenu au cours de la phase de test (cf. annexe 2). En dehors de ce cas, tous
les IET sont dans l'intervalle fixé (+ 1.2 écart-type de nos pairs). Les résultats sont
acceptables lorsque I'on se compare aux limites proposées par Anne Vassault et aux limites
souhaitables de Carmen Ricos. Ces biais observés peuvent s’expliquer par des différences de
lots (de réactifs, de calibrants) et de calibrations.

Les résultats d’exactitudes de I’estradiol et de la LH sont satisfaisants. Ils sont dans les
intervalles considérés comme acceptables par Probioqual. De plus, Les biais sont rapport aux
référentiels proposés par la SFBC (24). Dans le cas de la progestérone, les pairs ne sont pas
assez nombreux pour faire une analyse rigoureuse.

Les incertitudes de mesures complétent les résultats biologiques en permettant de
dire si deux dosages consécutifs sont significativement différents. Pour exemple,
considérons que nous obtenons lors d’'un premier dosage, un résultat de 20 pg/ml
d’estradiol et que deux jours plus tard, un nouveau dosage pour la méme patiente rend 30
pg/ml ; avec une incertitude de +11pg/ml la probabilité pour que les 2 concentrations soient
différentes est de 83%. Pour étre de 95%, il faut que la concentration lors du deuxieme
préléevement soit de 38 pg/ml.
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Le calcul pour cette estimation est le suivant :

|concentration 1 — concentration 2|

- - = 1,65
incertitude de mesure

1,65 est le seuil issue de la table statistique de Gauss pour une probabilité de
95%

Elle peut étre communiquée aux cliniciens sur demande. Avant de les proposer aux
cliniciens, il faudrait déterminer la méthode de calcul la plus adaptée et la plus sdre.
L'utilisation des EEQ et des CIQ externalisés permet de tenir compte a la fois de 'erreur
aléatoire et du biais par rapport a la valeur de référence. L'utilisation des EEQ est limitée par
le faible nombre d’échantillons. En effet, le contrat passé avec Probioqual assure 12
contréles par an et par automate. Les calculs présentés ne comportent que 12 valeurs. De
plus, bien que I'on puisse tenir compte des niveaux de contréle, il faut parfois combiner des
résultats dont les concentrations sont différentes les unes des autres ce qui peut introduire
un biais et surestimer notre incertitude. En comparaison, 'utilisation des biais de justesse a
la place des biais d’exactitude induit moins d’erreur car il est basé sur un plus grand nombre
de résultats centrés sur une méme valeur. De plus avec ces deux méthodes, deux sources de
variabilité se surajoutent: celle liée a la fabrication du contréle et celle liée a sa
reconstitution au laboratoire (incertitude des volumes prélevés, homogénéité de la
préparation) et un effet matrice peu interférer. L'effet matrice est liée a la nature du milieu
de dosage. Les sérums des CIQ et des EEQ sont des matrices transformées notamment car
elles contiennent des additifs stabilisants. L'approche utilisant les incertitudes des
calibrateurs n’apporte pas ces biais. Elle integre la variabilité induite par les différentes
calibrations. En revanche, elle ne tient pas compte des écarts par rapport a la valeur de
référence.

Ses calculs ne rendent pas compte des incertitudes liées a la phase pré-analytique.
Les conditions de prélevement et de stockage ne sont pas incluses. Le calcul le plus juste
serait celui du GUM (Guide for Uncertainty Measurement) (21) qui consiste en inclure et
cumuler les incertitudes de toutes les étapes (depuis la préparation des étalons, des
calibrants, des réactifs, jusqu’a l'incertitude du détecteur de luminescence), Cette approche
n’est pas réalisable en pratique.

L'accréditation impose de calculer les incertitudes de mesure pour le processus
analytique pour chaque automate. Ceci ne parait pas pertinent car les dosages peuvent étre
réalisés aléatoirement sur les deux analyseurs en miroir. L'incertitude combinée apparait la
plus représentative de la performance du laboratoire.
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1.4.2. Comparaison des méthodes :

La technique CMIA™ et la technique LOCI™ se distinguent sur plusieurs points. Tout
d’abord, la premiere est en phase hétérogéne et la seconde en phase homogene ce qui lui
permet de s’affranchir des étapes de lavages. Ensuite, la durée des analyses est plus courte
avec la nouvelle méthode sauf pour la progestérone. Il n’y a pas de gain de sensibilité avec
la nouvelle méthode. La réduction du volume d’essai requis n’a pas altérée la sensibilité
contrairement a ce qui a été décrit pour les techniques par compétition (18). Cependant, le
Vista préléve toujours un volume de 200 ul pour constituer son aliquote. Le Vista nécessite
un volume supérieur a celui du Centaur qui en tout préléve 150 uL quand il y a un dosage de
progestérone associé. Il n’y a pas de gain réel.

La réduction des intervalles de dosages est sans conséquence pour la progestérone
et la LH car ces fortes concentrations sont exceptionnelles dans le contexte de la PMA. Par
contre, la diminution du domaine de I'estradiol provoquera des dilutions supplémentaires
car des concentrations supérieures a 1500pg/ml se rencontrent lors des cycles de FIV. Cette
situation n’est pas fréquente. En 2 mois et demi, il y a eu 649 demandes d’estradiol et
seules 26 (3,8%) étaient au-dessus de 1500 pg/ml.

Il existe une amélioration de la précision pour I'ensemble des parametres a
I’exception des faibles concentrations d’estradiol.

Les résultats de LH du Vista et du Centaur XP sont concordants. Les biais observés
pour l'estradiol et la progestérone sont retrouvés sur les comptes rendus des EEQ
probioqual. Cela prouve que les modifications sont liées a la technique et pas aux
analyseurs. Estradiol et progestérone ne sont pas transposables mais la relation entre les
deux analyseurs est linéaire et il est possible de passer de I'un a I'autre par un facteur de
correction.

La méthode LOCI est plus robuste que la méthode CMIA. Elle est moins sensible au
changement d’analyseur. Les résultats du Vista sont moins dispersés. Ce progrés existe
surtout pour la LH et la progestérone. La dispersion observée sur le diagramme des
différences entre le Centaur XP et CP pour la progestérone s’expliquent en partie par les
incertitudes de mesures plus grandes avec ces analyseurs.

1.4.3. Impact clinique potentiel

Les informations données par |'échographie des ovaires et de I'endométre
complétent les données de la biologie. Toutes discordances entrainent une demande de
contréle des dosages. Cependant, plusieurs situations sont a considérées.

Quelle que soit lindication des dosages, une bonne croissance folliculaire
(physiologique ou issue de la stimulation exogene par de la FSH) est caractérisée par un
doublement de l'estradiolémie toutes les 48 heures. Les incertitudes de mesure sont
suffisamment étroites sur toute la gamme de dosage pour ne pas fausser I'interprétation.

La valeur de 50 pg/ml d’estradiol est importante car elle constitue un seuil
décisionnel. Lors des cycles de fécondation in vitro, selon le protocole utilisé, un traitement
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de blocage de I'axe hypothalo-hypophysaire peut étre mis en place avant de débuter la
stimulation. Il faut alors vérifier son efficacité. Une concentration d’estradiol inférieure a 50
pg/ml est le témoin d’un blocage efficace. En accord avec les cliniciens I'incertitude de
mesure calculée a + 10 pg/ml est acceptable.

Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne est un des risques associé a la
fécondation in vitro. Il s’agit d’une iatrogénie rare mais potentiellement grave. Son
incidence n’est pas facile a quantifier. Elle peut varier de 8.4 a 23 % pour les formes bégnines
ou de 0.08% a 10% pour les formes sévéeres. Elle dépend des critéres de classification
utilisées, des troubles de la fertilité voire de I'utilisation de gonadotrophine ou non (27).
Dépister les patientes a risques et prévenir son apparition est difficile. L’estradiolémie est un
des parametres d’orientation. Les valeurs proposées par les études varient entre 2500 et
6000 pg/ml mais sont tributaires des différences inter techniques (27). Il apparait aussi que
des syndromes d’hyperstimulation peuvent se manifester avec des estradiolémies faibles (29
pg/ml et 475 pg/ml) (27). La détermination du seuil décisionnel est délicate. Le service de
PMA du CHU de Grenoble utilise une valeur de 4000 pg/ml. De plus, une concentration qui a
plus que doublé en 48 heures indique une croissance trop forte. Le CV de fidélité
intermédiaire calculé avec le contrdle « 3000pg/ml » fabriqué au laboratoire est de 3.2 %. La
technique est satisfaisante. Il faut préciser que la prise de décision est multiparamétrique et
inclue aussi I’age de la patiente, la cause de l'infertilité, le nombre et |a taille des ovocytes et
le type de cycle de stimulation (FIV ou non).

La diminution des résultats d’estradiol liée au changement de méthode n’influence
pas la prise en charge des patientes car elle se répartit sur tous les dosages et la cinétique
n‘est pas impactée. Certains cycles ont chevauché la période de transition mais un
commentaire était inscrit sur le compte rendu pour alerter le service.

La concentration de 1,5 ng/ml de progestérone est importante car elle détermine s'il
y a un décalage de la fenétre d’'implantation(28). Au-dessus de cette valeur, il y a un risque
d’asynchronisme entre la maturation de I'embryon et de I'endometre. Dans ce cas, les
embryons obtenus sont congelés et implantés lors d’un autre cycle. Le biais de 10% entre les
deux méthodes n’a pas d’'impact sur la décision médicale.

Les différences observées entre les deux Centaur pour la progestérone auraient pu
avoir un impact sur la prise en charge des patientes car une concentration rendue inférieure
a 1,5 ng/ml avec le Centaur XP aurait pu étre rendu supérieur a 1,5 ng/ml avec le Centaur
CP. Notons que l'inverse aurait été possible. Comme on le voit sur la figure 8c, les biais du
diagramme de différence s’étendent de +1,5 ng/ml a -2,5 ng/ml. Il nest pas possible a
postériori de mesurer I'impact potentiel de ces écarts inter-analyseurs.

Les différences observées pour la LH ne sont pas cliniqguement significatives. Il n’y
avait pas de risque de manquer un pic de LH ou d’en générer un artificiellement.
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1.4.4. Respect du contrat et délai de rendu

Les dosages hormonaux réalisés pour le service de PMA font partis des urgences
organisationnelles. Le laboratoire s’est engagé a rendre les résultats avant 11 heures a pour
les prélevements qui lui parviennent avant 9 h15. Un travail réalisé en 2012 par Sylvain
Millet alors interne de biologie médicale avait contribué a la réorganisation de la prise en
charge des bilans de PMA. Il avait comptabilisé 28% de dossiers validés en retard (29).
Depuis ce temps, la prise en charge des demandes s’est améliorée. Les prélévements suivent
un parcours particulier afin d’optimiser leur prise en charge. Un systéme de carte de couleur
permet de les identifier efficacement deés leurs arrivées parmi toutes les autres demandes et
de les enregistrer plus vite.

La différence essentielle avec le changement d’automate est qu’il y a désormais deux
analyseurs disponibles en paralléle, alors que le Centaur CP n’était utilisé qu’en cas de
défaillance du Centaur XP. Les analyses durent moins longtemps sauf si un dosage de
progestérone est associé ou si une dilution de I'estradiol est nécessaire.

En pratique, aucun impact sur le délai de rendu n’est constaté. Les améliorations de
la nouvelle technique sont nivelées par les nombreux dosages réalisés en méme temps par
le Vista. De plus, les analyses de fertilité sont faites pendant le pic d’activité du laboratoire.

Les retards ne sont pas nombreux au regard du nombre de bilan traités. Comparé a
I'année 2014 leur fréquence a diminué et leur amplitude est plus faible. Les causes dites
« pré-analytiques » ne regroupent dans ce travail que la réception et I'enregistrement. Les
délais a I'enregistrement peuvent s’expliquer par un manque d’attention, un manque
d’effectif ou une surcharge de travail. Les causes dites « analytiques » regroupent 4 phases :
panne de la chaine de convoyage, panne des centrifugeuses, panne d’automate et retard a
la vérification technique des résultats. Il n’est pas possible d’en discriminer I'origine au cours
de la période étudiée. Certains sont probablement dus a des pannes d’analyseur car tous les
dossiers de PMA sont rendus en retard alors qu’ils ont été réceptionnés avant 9 heures 15.
Ces pannes n’ont pas été tracées. Dans la phase dite « post analytique », il y a la validation
biologique. Celle-ci est soumise a de nombreux aléas. La charge de travail est tres variable et
dépend des problemes du jour (nombre d’appels téléphoniques des services cliniques,
pannes d’analyseurs a gérer, non-conformité pré-analytique, etc.). En pratique, il serait
envisageable de faire un point sur le nombre de bilan de PMA du jour en faisant une
extraction informatique vers 10 heures 30. Le résultat de cette extraction nous renseigne
sur le nombre de bilans validés ou en cours. Lorsque 11 heures approche, il est possible de
ne valider que les bilans de PMA en filtrant les dossiers par service.

La réduction des retards est probablement liée a une amélioration de la prise en
charge des bilans de PMA. Un travail de communication a été engagé notamment avec la
rédaction d’'un document d’aide a la validation des hormones de fertilité. Le travail réalisé
sur les hormones de fertilité sur la méme période a pu attirer I'attention sur les résultats. Un
biais d’échantillonnage est aussi possible. Une étude des délais de rendu faite sur la totalité
de I'année 2014 (résultats non communiqués) indique qu’il existe des périodes avec plus de
retards que d’autres. Nous pouvons étre dans une bonne période. Il sera donc nécessaire de
renouveler cette évaluation.
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Les retards ne sont pas tracés. Lorsque les résultats ne sont pas rendus dans les
délais, il nest pas possible d’identifier les causes ni de savoir si le service de PMA a été
prévenu. Le document d’aide a la validation comporte une partie indiquant la marche a
suivre en cas de retard probable : appeler le secrétariat du service et tracer I'appel dans une
fiche informatique. Deux outils informatiques pourraient étre utilisés pour améliorer la
tracabilité : le systéme informatique du laboratoire (Synergy) en créant une non-conformité
interne, ou un logiciel dédié a la qualité (Qualnet) en créant une fiche dite « d’événement
indésirable ». Le tableau 14 synthétise les avantages et inconvénients de chaque solution.

Non-conformité dans

. Fiche QualNet
synergie

-Logiciel déja ouvert au cours
de validation :
-réalisation de la non-
conformité directement

-Une déclaration suffit pour
le jour concerné

Avantages -Permet de préciser la cause

dans le SIL
- minimise le risque d’oubli,
-moins contraignant.

du retard et le nombre de
bilan concernés
-Permet de tracé que le

service est prévenu.

-Créer une non-conformité
spécifique aux bilans de PMA
qui ne soit pas imprimable
sur les comptes rendus
-Ne permet pas de préciser
la cause
-Sur quel dossier faire la
déclaration ? Faire une
déclaration sur chaque
dossier en retard est trop
lourd

-Risque d’oubli
-Contraignant car beaucoup
de champs obligatoires

Inconvénients

Tableau 14 : Avantages et inconvénients de chaque solution de tracabilité des retards.

Les fiches de dysfonctionnement dans Qualnet ont été congues pour déclarer les non
conformités internes au laboratoire alors que Synergy est d’avantage orienté vers les non-
conformités externes, liées a la réception des échantillons. Le logiciel Qualnet semble plus
adapté au besoin. Identifier la cause est indispensable si I'on veut mettre en place des
actions correctives.
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1.4.5. Bilan du changement d’automate :

Ce changement a entrainé une amélioration dans I'organisation du travail. 1l a permis
le retrait de I'automate Centaur CP qui ne servait qu’aux analyses des hormones de fertilité
en cas de défaillance du Centaur XP. Ce retrait permet de s’affranchir des maintenances
quotidiennes. Les passages des CIQ et les calibrations sont maintenant gérés
automatiqguement par les Vista ce qui n’était pas le cas avec les analyseurs Centaur (XP et
CP). De plus les deux analyseurs sont sur la chaine et le flux des tubes est optimisé par un
logiciel informatique. La panne de I'un est compensée automatiquement par 'autre.

La nouvelle méthode est plus précise la concordance entre les résultats des deux
Vista est meilleure.

Ce transfert a été l'occasion de changer la présentation du compte rendu et de
rendre les résultats en pg/ml (unité utilisée couramment par le service de PMA) alors qu’ils
étaient jusque-la rendus en pmol/L (unité du systéme international), ce qui imposait au
service de faire la conversion systématiquement.

En revanche, cette réorganisation n’a rien modifié dans les dépenses liées aux hormones
de fertilité. En effet, les analyses sont facturées au co(t patient (LH : 1,35 € ; Progestérone :
1,86€ ; Estradiol : 1,60€ hors taxe) qui prend en compte, entre autre, le co(t des réactifs, des
calibrants et des analyseurs. L’effectif du personnel n’a pas évolué.
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II) Comparaison des concentrations sériques et urinaires de
la LH et de I'estradiol chez les femmes suivies dans le service
de procréation médicalement assistée
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I1.1 Introduction :

A ces débuts, I'assistance médicale pour la procréation a utilisé I'urine pour le suivi
des patientes. L'hormone dosée était la LH et les prélevements étaient fréquents (parfois
toutes les 3 heures). (30)

Progressivement, avec I'amélioration des techniques, les dosages sériques sont
devenus majoritaires.

Le parcours des patientes au cours des cycles de traitement est souvent lourd et
fatigant. Les prélévements sanguins réguliers et contribuent a cette pénibilité. Dans
I'optique d’améliorer le confort des patientes, les cliniciens nous ont demandé d’évaluer si
les dosages urinaires ou salivaires étaient envisageables.

Les prélevements d’urines sont moins invasifs et potentiellement moins
contraignants que les prélevements sanguins. C'est un milieu de dosage déja validé pour
I’analyse de certaines hormones comme le cortisol. De nombreux dispositifs ( a I'instar du
Clearblue (31)) dosent la LH et I'estrone glucuronide dans les urines pour évaluer la période
de fertilité et optimiser les chances de concevoir. Ces tests sont optimisés pour cette matrice
alors que la technique LOCI® que nous avons mis en place pour les analyses sériques au
laboratoire n’est pas validée pour les dosages urinaires. Les effets matrices ne sont pas
connus.

Les analyses bibliographiques montrent que la concentration d’estradiol libre
éliminée dans les urines est faible (de I'ordre de 4 ug/g de créatinine voire de 4 ug par
jour)(32)(33)(34) et qu’elle n'est pas la molécule de référence pour les analyses
urinaires(12).

L'objectif de ce travail est d’évaluer, dans un premier temps, la fiabilité du dosage
urinaire de LH et d’estradiol avec la méthode LOCI® puis de voir si les concentrations
urinaires refletent suffisamment les concentrations sériques pour étre applicables a la
pratique clinique.
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I1.2 Matériel et méthode

I1.2.1. Analyseur

L’analyseur utilisé est le Dimension Vista 1500 de Siemens. Deux appareils en miroir
sont disponibles. lls sont décrits dans la premiére partie. Les dosages sont réalisés par
immunochimiluminescence. Les caractéristiques de fiabilité dans les urines ne sont pas
connues et sont a déterminer.

I11.2.2. Etude préliminaire

Afin de tester la faisabilité du dosage, les premiers tests sont effectués sur des urines
de femmes enceintes. Les échantillons proviennent de patientes suivies au laboratoire. Des
concentrations supérieures a 1500 pg/ml d’estradiol sont diluées au 1/5°™¢, 1/10°™e et
1/20°™¢ pour tester la linéarité de la méthode. Dans un deuxiéme temps, les analyses sont
faites sur des urines de femmes non enceintes pour tester la sensibilité et la variabilité de la
méthode.

Pour étudier la précision du dosage de l'estradiol, trois contrdles internes de
concentration respective de 15 pg/ml, 250 pg/ml et 1050 pg/ml sont fabriqués au
laboratoire en mélangeant plusieurs urines de patientes. Chaque pool est divisé en 15
aliqguotes de 50 pl. Le tout est congelé a -20°C. Une aliquote est analysé quotidiennement
sur chaque analyseur pendant 15 jours. Les résultats sont comparés aux résultats de fidélité
intermédiaire obtenu pour les dosages sériques.

La fiabilité des dosages de LH est testée a I'aide des urines de 4 patientes non enceintes.

I1.2.3. Etude de la stabilité dans 'urine :

La stabilité de I'estradiol et de la LH dans les urines a été testée sur 24 heures, a 4°C
et entre 18 et 25°C a I'abri de la lumiere. Les prélevements utilisés pour les tests de stabilité
sont issus de l'activité quotidienne du laboratoire. Certains correspondent a des urines de
femmes enceintes. lls ont été aliquotés en deux exemplaires. Le premier a été conservé au
réfrigérateur, le second a été conservé sur la paillasse. Une variation est considérée comme
significative si la différence entre les deux valeurs est supérieure a 2,8 x le CV de
reproductibilité obtenu en utilisant les mélanges d’urine fait au laboratoire pour I'estradiol
et avec les CIQ sériques de Biorad pour la LH. Dans les deux cas, les résultats des deux
automates sont regroupés.
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I1.2.4. Protocole d’essai

Le projet est expliqué lors d’un entretien individuel entre la patiente et une sage-
femme. Il n’y a pas de critéres d’exclusion. Toutes les patientes sont informées du but du
travail. Il est clairement indiqué qu’elles peuvent quitter I'étude en toute liberté. Une lettre
d’information leur a été remise, un exemplaire est présenté dans I'annexe 3. Le Comité
Consultatif pour la Protection des Personnes pour la Recherche Biomédicale (CPPRB) a
estimé qu’il n’était pas nécessaire de soumettre ce projet a son approbation.

Les dosages sont réalisés sur les urines recueillies le matin le jour de la consultation
en PMA. Un préléevement sanguin est réalisé en paralléle puis urine et sang sont envoyés au
laboratoire. Ils sont centrifugés 10 minutes a 3000 tours/min avant d’étre analysés. Le choix
de I'appareil est aléatoire.

Les résultats urinaires sont analysés avec et sans normalisation par la créatinine
urinaire.

Les données complémentaires (jour du cycle, nombre d’ovocytes, date d’ovulation)
sont issues de l'exploitation du logiciel Medifirst©. Seuls les follicules de dimension
supérieure a 14 mm sont retenus.

Une concentration de LH sérique supérieure a 10 mUI/ml est utilisé comme seuil de
début de pic ovulatoire (35).

Traitement des données :

Les résultats sont traités a I'aide du logiciel Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA), et exprimés par la moyenne et écart type pour les analyse de fiabilité et par la
moyenne et I'étendue (minimum-maximum) pour |'étude des dosages urinaire chez les
patientes en PMA, I'objectif étant de représenter au mieux la diversité des concentrations
rencontrées en pratique clinique. L’évolution des concentrations est analysée en fonction du
délai séparant le jour de prélevement de la date de I'ovulation. Celle-ci n’est pas toujours
connue avec précision. La date de ponction fait office de jour d’ovulation pour les patientes
suivies en cycle de fécondation in vitro. Dans les autres cycles, la date de I'insémination
artificielle ou deux jours aprés la plus forte valeur de LH sérique est utilisé comme jour de
référence. Les prélévements compris entre J-3 et JO sont utilisés pour rechercher les pics de
LH pour les cycles de SO, IU et TE.

Pour étre acceptable, les résultats urinaires doivent étre corrélés avec les
concentrations sériques et présenter une évolution comparable au sérum sur deux
préléevements successifs. Il faut pouvoir définir une valeur seuil pour déclencher ou prédire
une ovulation imminente. En cas de FIV, cette valeur seuil sera un rapport entre
I’estradiolurie et le nombre d’ovocytes deux jours avant la ponction. Dans le autres cas, il
faudra définir une concentration de LH urinaire qui dépiste le début du pic ovulatoire. LH et
estradiol doivent étre stable dans les urines.
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Les données sont traitées a I'aide du logiciel Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA). Pour les analyses statistiques, la normalité des distributions est évaluée a I'aide
du test de Kolmogorov-Smirnov. En cas de distribution normale, les tests paramétriques
utilisés sont ’ANOVA pour les variances et le test de t de Student pour les moyennes.
Lorsque la distribution n’est pas Normale, les moyennes sont comparées par un test de
Mann et Whitney. Les calculs statistiques sont réalisés a I'aide du logiciel en ligne biostaTGV.
Les résultats des tests de fiabilité sont traités par L’algorithme A (cf. partie I). (23)
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II.3 Résultats

I1.3.1. Fiabilité des dosages urinaires

Les résultats des urines de femmes enceintes sont compris entre 1808 et 1850 pg/ml.
Les dilutions montrent que la linéarité est bonne. Les coefficients de détermination sont de
1. Il n’y a pas d’effet matrice significatif.

Le tableau 15 confronte les résultats de fidélité intermédiaire des urines aux valeurs
obtenues avec le sérum. Les résultats des deux analyseurs sont combinés. Les différences
mises en évidence dans le premiere partie entre le Vista 1 et le Vista 3 est les mémes avec
les urines. Les résultats urinaires sont fiables. La méthode LOCI peut étre utilisée pour le
dosage de |'estradiol dans les urines.

Urine sérum
moyenne cv n moyenne cv n
niveau 1
(pg/ml) 16,05 14,9 26 22,5 21,5 345
niveau 2
(pg/ml) 234 4,9 26 323,8 2,85 335
niveau 3
(pg/ml) 1030 3,05 26 754,0 2,90 338

Tableau 15 : Résultats de fidélité intermédiaire pour I’estradiolurie.

Les résultats de LH urinaire évalués sur les femmes non enceintes sont équivalents
sur les deux Vista. Les concentrations mesurées s’étendent de 5 a 9.7 mUI/ml. La méthode
est fiable pour la LH urinaire.

I1.3.2 Test de stabilité de I'’estradiol et de la LH dans les urines :

Conservation a 4°C : Parmi les 16 urines testées pour |'estradiol, 15 ont évoluées de
maniére significative. Il s’agit d’'une augmentation pour 12 d’entre elles et I'importance
varie d’une patiente a une autre. L’augmentation moyenne est de 107 pg/ml (augmentation
maximale de 958,8 pg/ml). Deux concentrations ont baissées (- 66 et -183,8 pg/ml).
Quatorze urines sont analysées pour la LH. Aucune différence significative n’est observée
pour les concentrations de LH (variation de 8%).

Conservation entre 18 et 25 °C : Deux concentrations d’estradiol sont restées stables,
une a chuté  (-81,7 pg/ml), les autres ont augmentées. L’augmentation moyenne est de
319 pg/ml (augmentation maximale de 814,8 pg/ml). Aucune différence significative n’est
observée pour la LH (variation de 5%).
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I1.3.3 Comparaison des résultats sériques et urinaires

I1.3.3.1. Description de I'échantillon :

L’étude est menée sur une période de deux mois et demi (du 2 avril au 12 juin 2015).
Cent patientes ont acceptés de participer a cette étude (soit 50 % des patientes suivies au
cours de cette période) et nous avons recu 207 prélévements urinaires. Cent douze (54%)
ont été fait dans un contexte de fécondation in vitro, 50 (24,1%) dans un cadre de suivi
d’ovulation, 37 (17%) correspondent a des inséminations intra-utérine et  8(3,9%)
correspondent a des cycles pour transfert d’embryons congelés. En médiane, nous avons
deux prélévements par femme. Le nombre total de cycles suivis et de 109. Vingt-sept sont
associés a un minimum de 3 analyses urinaires par cycle.

La figue 11 montre que les prélevements obtenus couvrent I'ensemble des phases (vérification du
blocage de I'axe, croissance folliculaire et dépistage du pic de LH). Les jours correspondant a la
vérification du blocage de I'axe (entre J-18 et J-10) ne représente que 5 % de I'ensemble des
prélevements. Soixante et un pourcent des analyses ont été faites au cours de la croissance
folliculaire. Vingt-quatre pourcent des préléevements sont compris entre J-3 et JO.

Figure 12 : Répartition du nombre de dosages selon les jours avant I'ovulation.
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I1.3.3.2. Etude des résultats d’estradiol :

Corrélations sérum/Urine

Les concentrations mesurées dans les urines sans correction par la créatinine vont de
14 a 1439 pg/ml. Avec correction, elles s’étendent de 38 a 1264 ug/g de créatinine. La figure
13 présente le résultat de I'étude de corrélation. Elle montre une grande dispersion des
résultats. Celle—ci est plus important pour les fortes concentrations sériques. La droite de
régression a pour équation y = 2,64x — 60,28. Le coefficient de régression R est de 0,817. La
correction par la créatininurie a diminuée la dispersion (R = 0.676 sans correction).

Figure 13 : Etude de la corrélation entre les résultats de 'estradiolémie et de I'estradiolurie corrigée. (N=207)
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Au cours des stimulations, la posologie de FSH dépend de la croissance folliculaire qui
s'apprécie, entre autre, par [I'évolution des concentrations sériques entre deux
prélevements. L'évolution des concentrations sériques et urinaires entre deux dosages
successifs est variable. La figure 14 montre qu’il n’y a pas de concordance entre le sérum est
I'urine. Quand la concentration sérique augmente, la concentration urinaire n"augmente pas
dans les mémes proportions et peut diminuer. Il peut y avoir entre 2 et 8 jours entre deux
dosages.

Figure 14: Evolution comparée des différences entre estradiolémie et estradiolurie sur deux dosages
consécutifs.
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L’estradiolurie et blocage de I'axe:

L’objectif est de voir s’il existe une valeur seuil urinaire en-dessous de laquelle on
peut considérer que le blocage de I'axe est efficace. Le seuil sérique est de 50 pg/ml. Si on
considere les prélevements sériques pour lesquels la concentration est inférieure a 50 pg/ml
(18 échantillons), les concentrations urinaires varient entre 38.1 et 96 ug/g de créatinine. En
posant 96 ug/g comme valeur seuil, 23 % des concentrations sériques sont inférieures a 50
pg/ml. Les autres concentrations se répartissent entre 12 et 276 pg/ml. On ne peut pas fixer
de seuil urinaire.

L’estradiolurie et nombre d’ovocytes :

L'étude de la relation entre le nombre d’ovocyte et [I'estradiolémie ou
I’estradiolurie/créatinine est présentée sur la figure 15. Le coefficient de régression pour
I’estradiolémie est de 0,918 alors que celui de I'estradiolurie corrigée de la créatinine est de
0,589. Il n’existe pas de corrélation entre |’estradiolurie et le nombre d’ovocytes.

Figure 15 : relation entre le nombre d’ovocyte et I’estradiolémie (en rouge) et entre le nombre d’ovocyte et
I'estradiolurie (en bleu)
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I1.3.3.3. études des résultats de LH

Corrélation LH sérique/LH urinaire et dépistage d’un pic sérique

Les concentrations urinaires sans normalisations vont de < 0.2 mUl/ml a 24.5 mUl/ml.
La concentration sérique est, en moyenne, 2,5 fois plus élevée que la concentration urinaire.
Il existe une grande dispersion des données (R=0,79). La corrélation entre sérum et urine est
présentée sur la figure 16. Tous les dosages inférieurs a la limite de quantification de notre
analyseur sont exclus soit 58% des prélevements de cycle de FIV et 2,1% des autres cycles.
La correction par la créatininurie a réduit la dispersion (R = 0,706 sans correction).

Figure 16 : Etude de la corrélation entre concentration sérique et concentration urinaire de la LH. (N=140)
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Tant que la concentration sérique est inférieure a 4 mUIl/ml, la LH est indétectable
dans les urines.

En considérant les prélevements donnant un résultat sérique inférieur au seuil de 10
mUI/ml, toutes les concentrations urinaires sont comprises entre 0,2 et 8,26 mUl/mg de
créatinine. Trente-neuf prélevements sériques ont une concentration supérieure a 10
mUI/ml. Avec un seuil urinaire a 8,26 mUIl/mg de créatinine, on ne dépiste que 7 patientes
(18%). Compte tenu de la dispersion des points sur le graphique de corrélation, on pourrait
suggérer un seuil de 5 mUIl/mg de créatinine. Il y aurait 1 faux positif, on dépisterait 11 pics
sur 39 (28%) et il y aurait 28 faux négatifs. Une valeur seuil urinaire plus basse augmenterait
le nombre de faux positifs sans améliorer le dépistage des pics.

Ces résultats ne sont pas satisfaisants. |l n’apparait pas possible de définir une valeur
seuil avec ces conditions de prélevement urinaire.
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Evolution des concentrations sur deux préléevements consécutifs

Les différences entre deux dosages consécutifs sont présentées sur la figure 17. Ce
graphique représente 25 prélevements. Il n’a pas été possible d’en sélectionner plus a
causes des concentrations inférieures a la limite de détection. L'amplitude des différences
sériques n’est toujours visible avec les mesures urinaires. Il peut y avoir une diminution de
I’estradiolurie alors que I'estradiolémie augmente. Il peut y avoir entre 2 et 8 jours entre
deux dosages.

Figure 17 : Evolution comparée des concentrations sériques et urinaires en LH pour 25 couples d’échantillons
sur 2 dosages consécutifs
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La figure 18 représente comment évoluent les concentrations urinaires et sériques en
fonction du jour avant I'ovulation. Il exclue les prélevement dont la concentration urinaire
est en-dessous de la limite de détection. Il est construit avec 93 prélévements des patientes
pour lesquelles la LH urinaire est supérieure a la limite de quantification de notre méthode.
Les résultats des concentrations de LH sériques ou urinaires ne différent pas
significativement lorsque les prélevements sont fait entre 8 jours et 2 jours avant I'ovulation.
lls deviennent significativement différents 1 jour avant I'ovulation (p < 0.001 pour le sérum ;
p=0.011 pour les urines).

Les augmentations précoce de LH ne sont pas mises en évidence par les
prélévements urinaires.

Figure 18 : Evolution comparée des concentrations sériques et urinaires pour la LH en fonction des jours
avant I'ovulation (les cycles de fécondation in vitro sont exclus). Chaque bande correspond a I'étendue des
concentrations mesurées sur la période considérée.
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I1.4. Discussion :

L'objectif de ce travail était d’évaluer si les dosages urinaires étaient utilisables pour le suivi
des cycles de PMA.

I1.4.1. Fiabilité des dosages urinaires

La problématique initiale de I'étude était de savoir si les méthodes LOCI™ pouvaient doser
I’estradiol dans les urines. En effet, les articles qui traitent des dosages des estrogénes urinaires
parlent principalement des dérivés glucuroconjugués et non de I'estradiol. La molécule la plus
adaptée a ce type d’analyse est I'estrone-glucuronide en raison de sa forte concentration et de sa
bonne adéquation avec les concentrations sérique (1) (2) (36). Les anticorps utilisés ne sont pas
sensible aux métabolites de I'estradiol (20). De plus, la concentration urinaire en estradiol libre
semble faible (32) (33) (34). Les premiers dosages réalisés sur les urines de femmes enceintes et non
enceintes ont été concluant nous ont prouvé que c’était faisable.

Les concentrations obtenues chez les femmes non enceintes sont du méme ordre de
grandeur que celles rencontrées dans le sérum. Les propriétés physico chimiques des urines
n’interferent pas avec les dosages. Le probleme est que nous n’avons pas d’urines contréle dont la
concentration est connue. La justesse et la spécificité de nos analyses n’ont pas pu étre vérifiées.

Les CV de fidélité intermédiaire obtenus avec les urines sont comparables a ceux obtenus
avec du sérum.

Par contre, |'estradiolurie n’est pas stable et la variation n’est pas prévisible. Il s’agit le plus
souvent d’une augmentation des concentrations et la température de stockage influe sur la
cinétique. L'activité glucuronidase présente dans les urines (37) peut expliquer cette évolution. Cette
enzyme hydrolyse I’estradiol glucuroconjuguée et enrichit progressivement I'urine en estradiol. Les
diminutions observées pourraient s’expliquer par une oxydation de l'estradiol en estrone. Les
résultats rendus sont tributaires du délai d’acheminement des pots a urines et des conditions de
transport. Ces derniers varient d’'une patiente a une autre, fluctuent avec les saisons et ne sont pas
maitrisables en pratique a moins de demander aux patientes de réaliser leur prélevement urinaire
dans le service clinique.

Face aux problemes de I'hydrolyse, deux solutions seraient envisageables :

- Hydrolyser tous les conjugués pour faire un dosage de l'estradiol total urinaire. Deux
approches sont envisageables : la méthode enzymatique ou la méthode chimique

- Utiliser un inhibiteur enzymatique (par exemple de I’acide glucuronique).

Aucune de ces deux solutions ne peut étre mise en place au quotidien, essentiellement pour des
raisons organisationnelles et pratique. Le protocole d’hydrolyse chimique le plus court nécessiterait
15 min a 100°C a I'aide dans une solution d’acide chloridrique entre 15 et 150 mM. Il faudrait ensuite
ramener l'urine a un pH compatible avec les tests immunométriques. L’hydrolyse enzymatique la
plus courte a I'aide d’une béta-glucuronidase recombinante prendrait 30 minutes a 37°C (38). Or en
tenant compte de différentes étapes supplémentaires (enregistrement, centrifugation de 10
minutes et I'analyse) il serait difficile de tenir notre engagement a rendre les résultats pour 11
heures. D’autre part, il faudrait libérer du temps technicien et tous ces étapes font perdre le bénéfice
de I'automatisation. Utiliser un inhibiteur serait plus simple sur le plan technique car il n’y aurait
aucune technique additionnelle. Cependant il devrait étre directement présent dans le pot de recueil
des urines et il n’existe pas de dispositifs pres a I'emploi ce qui contraindrait a les préparer a I'avance.
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De plus, le risque que le contenu soit jeté accidentellement par les patientes existe et n’est pas
maitrisable.

La précision des résultats d’estradiol observée avec les tests de fidélité intermédiaire ne font pas
ressortir ce probléme de stabilité car les urines ont été congelées. Cela a probablement bloqué
I’hydrolyse ou I'oxydation.

Les tests de dosages de LH ont été moins poussés car la LH est dosée par de nombreuses études
dans les urines (36)(39). Nos résultats sur les urines de femmes non enceintes ont été concluantslLa
LH est stable a 4°C et a température ambiante, Les résultats rendus sont fiables et interprétable.

Nous ne pouvons pas valider la méthode essentiellement pour des raisons de mauvaise
conservation de |'estradiol.

Un des points faibles de notre étude est que nous n’avons pas étudié la stabilité 4 heures apres
le dosage. Cela aurait été plus représentatif du temps écoulé entre le prélevement et I'analyse au
laboratoire. Le choix des 24 heures a été fait pour évaluer s’il était possible de faire un dosage sur
des prélevements oubliées par les patientes et ramené le lendemain.

Il aurait fallu faire un volume plus important de mélange d’urine pour obtenir un nombre de
contréle interne plus important. Treize passages par automate n’est pas suffisant pour avoir une
représentation significative des performances des dosages urinaires.

Il aurait été préférable de faire des tests de fidélité intermédiaire sur la LH et non d’utiliser les
résultats sériques pour I'analyse de la stabilité. Ce choix a été fait car les résultats pour I'estradiol
étaient comparables entre sérum et urines et pour ne pas utiliser trop de réactif.

I1.4.2. Application aux cycles de PMA

Dosages de I'estradiol

Les concentrations sériques et urinaires ne sont pas corrélées. La correction par la créatine
n’améliore pas les résultats.

Lors du suivi des patientes (avec ou sans stimulation), une concentration sérique en estradiol
qui double tous les deux jours reflete une bonne cinétique de croissance et de maturation
folliculaire. Il n’est pas possible de trouver une équivalence avec les résultats urinaires. Il n’est pas
possible d’évaluer la maturation folliculaire.

Au cours de cycles de fécondations in vitro, il est parfois requis de réaliser un blocage de I'axe
gonadotrope avant de débuter la stimulation. Le marqueur essentiel du blocage est une
concentration en estradiol inférieure a 50 pg/ml. Cependant, il existe une trop grande dispersion des
résultats urinaires quand on analyse les prélevements dont la concentration sérique est inférieure a
50 pg/ml. Les résultats urinaires ne permettent pas d’établir une valeur seuil comparable. Il
n’apparait pas possible d’affirmer un bon blocage de I’axe gonadotrope sur la base de I'estradiolurie.

Lors du premier contréle de la stimulation, I'intervalle des concentrations sériques cible est
compris entre 200 et 400 pg/ml. Lorsque les résultats des patientes sont en dehors de cet intervalle,
les doses de FSH sont soit augmentées soit diminuées. Les résultats montrent que les concentrations
urinaires sont trop variables pour pouvoir définir un intervalle d’acceptation. Il n’est pas possible
d’adapter une posologie sur la base des données urinaires.
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L'objectif des FIV étant d’obtenir un maximum d’ovocytes pour augmenter les chances
d’avoir un embryon viable, les concentrations sériques en estradiol sont souvent élevées et
atteignent parfois des valeurs supra-physiologiques. Le risque principal est la survenue d’un
syndrome d’hyperstimulation ovarienne. La figure 13, montre qu’une forte augmentation sérique
peut ne pas étre mise en évidence dans les urines. De plus, lors que les concentrations sériques sont
supérieures a 2000 pg/ml, les concentrations urinaires peuvent varier entre 146 et 1264 ug/g de
créatinine. Le risque de ne pas dépister un syndrome d’hyperstimulation est tres grand.

La concentration urinaire de I'estradiol dépend de plusieurs mécanismes : le métabolisme
hépatique, la filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire et I'hydrolyse in situ de I'estradiol
glucuroconjugué. Cette diversité explique en partie 'absence de corrélation entre le sérum et les
urines. En revanche, il existe une bonne adéquation entre les concentrations sériques en estradiol et
les concentrations urinaires en estrogenes totaux (40). La forte spécificité de I'anticorps utilisé
dessert le dosage urinaire.

Dosage de la LH

La LH urinaire ne présente pas non plus une bonne corrélation avec les valeurs sériques. Ces
résultats sont surprenants compte tenu des nombreux travaux réalisés avec ce parameétre urinaire.

Le dosage de la LH devrait permettre de dépister une élévation de la concentration signant le
début du pic ovulatoire. La définition d’une valeur seuil pour identifier un pic varie d’'une étude a
I'autre. D’aprés I'étude de Judith Ross et col (41) I'intervalle des concentrations sériques avant le pic
varie entre 3,6 et 9,9 mUI/ml et entre 8,5 et 74 mUI/ml au moment du pic. Selon le contexte, le
service de PMA de Grenoble utilise deux approches. Une forme dynamique (doublement de
concentration par rapport a la valeur basale) ou dépassement d’une valeur seuil (fixée a 10 mUl/ml).
Les résultats que nous obtenons montrent qu’il n‘est pas possible d’établir un seuil a partir des
concentrations urinaires. Susanna J. Park et col (35) ont analysée I’évolution de la concentration
urinaire sur 43 cycle et ont trouvés des valeurs de base de 6.69+5.22 mUI/mg créatinine. Les
concentrations trouvées au moment du pic étaient de 41,2420 mUI/mg de créatinine. En
comparaison, les résultats de notre étude sont plus bas. Les prélevements sont peut-étre trop
précoces et nous manquons le pic ovulatoire. Cette différence peut aussi étre liée a la technique
utilisée (immunofluorescense vs immunochimiluminescence). La figure 13 montre qu’il faut atteindre
une concentration de 15 mUIl/ml de LH sérique pour voir une augmentation notable de la LH urinaire.
Une ovulation prématurée ne peut étre identifiée de maniere précoce. L'utilisation d’un seuil urinaire
de 5 mUI/mg créatinine n’est pas satisfaisante dans le contexte de la PMA.

Notons par ailleurs qu’il peut y avoir un décalage entre l'augmentation sérique et
I’'augmentation urinaire (41)(6) or tous les dosages urinaires sont fait en paralléle du sérum. Une
augmentation sérique non vu sur ce dosage aurait pu I'étre le lendemain.

Identifier la période fertile est I’enjeux de tests disponibles en officine (42). Des analyses
réalisées en laboratoire confrontent ces résultats hormonaux et des échographies endovaginales
pour étudier I'application en routine des dosages urinaires. Les résultats sont en faveur d’une tres
bonne concordance entre sang et urine (41)(31). La LH et I'estrone-glucuronide sont les hormones de
choix pour définir les jours de forte probabilité de conception. Notre travail ne donne pas de
résultats aussi concluants. Plusieurs raisons pourraient expliquer cette discordance. Premierement,
ces études sont réalisées sur une population de femme ne présentant aucun trouble de la fertilité.
Deuxiemement ces articles sont basés sur des dosages quotidiens sur toute la durée d’un cycle alors
qgue nous ne disposons souvent que de 3 dosages par cycle. Troisiemement, les protocoles utilisés
permettent un meilleur contréle de la qualité du prélevement et I'analyse peut étre faite
directement aprées le préléevement urinaire. Enfin, I'estrogéne dosé est I'estrone glucuronide et il
s’agit de test qualitatif et non quantitatif.
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Thése scutenue par MAGUET Hadrien

Mise en place et Evaluation des dosages sériques de I'estradiol, de la progestérone et de I'hormone
lutéinisante sur I'analyseur Dimension Vista (Siemens).
Application aux dosages urinaires de I'estradiol et de I'hormone lutéinisante chez la femme au cours
de I'aide médicale pour la procréation

Conclusion

Les méthodes des dosages de l'estradiol, de 'hormone lutéinisante et de la
progestérone sont réalisées sur deux analyseurs Dimension Vista. Elles exploitent la
technologie LOCI™. Elles remplacent les méthodes CMIA™ du Centaur XP et du Centaur CP.

Le laboratoire ayant inscrit ces trois examens dans sa demande d’extension de
I'accréditation en 2015, nous avons rédigé les documents de wvérification de méthode
conformément aux exigences de la norme ISO NF EN 151389.

Les différents paramétres de fiabilité (répétabilité, fidélité intermédiaire, justesse et
exactitude) sont conformes aux critéres d'acceptabilité établis par les sociétés savantes. Les
différentes approches utilisées pour calculer les incertitudes de mesure ont abouti & des
résultats comparables et acceptables sur le plan clinique. II n‘est cependant pas encore

possible de définir la rméthode la plus appropriée et la plus représentative de la variabilité de
nos résultats.

La comparaison des méthodes a été menge a 2 niveaux: d'une part entre les 2
méthodes et d’autre part entre les 2 analyseurs ufilisant la méme méthode.

Les méthodes appliquées sur les analyseurs Vista sont plus précises a I'exception des
valeurs basses d’cestradio!l pour lesguelles les CV sont comparables & ceux du Centaur XP. Les
concentrations de LH sont comparables quelle que soit la méthode. Les analyseurs Vista
donnent des résultats d'cestradiol plus bas d’environ 20 % et des résultats de progestérone
plus hauts d'environ 10 %. Ces écarts n‘ont pas de conséquences sur la prise en charge des
patientes dans ce contexte. Les limites de détections ne sont pas différentes et les gammes
de dosages sont plus étroites avec cette nouvelle méthode.

Les deux autormates Vista utilisés en miroir sont équivalents sauf pour fes valeurs
basses d'cestradiolémie. La corrélation entre les résultats des deux Vista est bien meilleure
que celle qui était observée entre le Centaur XP et le Centaur CP utilis¢ en cas de panne du
Centaur XP.

L'analyse de risque sur le processus analytigue ne met pas en évidence d’'éléments
dont la fréquence ou la gravité justifierait la mise en place d’un plan d'action. La criticité |a
plus élevée concerne la panne simultanée et prolongée des 2 analyseurs pour laguelle une
solution de repli peut étre organisée avec un autre laboratoire.

Le changement de méthodes a amélioré I'organisation de la plateforme commune de
biochimie et permet de ne plus avoir a maintenir le Centaur CP. La médiane des délais de
rendu n'a pas changé et les bilans rendus aprés 11 heures sont moins nombreux. De plus, les
retards de rendu des résultats par rapport aux besoins du service sont moins importants.
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Cette analyse réalisée sur les 3 premiers mois suivant le transfert de méthode devra étre
renouvelé a distance pour confirmer ces observations. Cependant plusieurs points sont a
ameéliorer: les retards, leurs causes et leurs signalements doivent étre mieux tracés. Un
nouvel outil informatique devrait nous aider a corriger ces points.

Les dosages urinaires d’estradiol et de LH ne sont pas satisfaisants et ne peuvent étre
appliqués au suivi des femmes au cours de la PMA. Les concentrations urinaires ne sont pas
corrélées aux valeurs sériques. L'estradiol n’est pas un bon marqueur de la croissance
folliculaire ni du blocage de I'axe hypothalamo-hypophysaire. Il n’est pas possible de définir
une valeur seuil d’estradiolurie pour déclencher une ovulation. De plus, la LH urinaire ne
dépiste pas de maniére fiable et précoce une augmentation de la concentration de LH
sérique. Un dosage quotidien, au moins, 3 partir du 6™ jour du cycle permettrait
d’augmenter la sensibilité de la méthode mais serait trop contraignant pour les patientes.
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Annexe 1 : convention clinico-biologique signée entre le DBTP et le service
de PMA

service de PMA

Convention entre le Département de Biochimie-Toxicologie/Pharmacologie (DBTP) et le
Service de Médecine de la Procréation.

L’activité du service clinique nécessite que les résultats des dosages de LH, cestradiol et
progestérone dans le cadre des bilans de fécondation in vitro soient communiqués au Service
de Médecine de la Procréation du lundi au samedi avant 11h00.

Chaque fois que des résultats ne peuvent pas étre rendus dans le délai fixé, le laboratoire
avertit le Service de Médecine de la Procréation dés que le retard est prévisible et au plus tard
a 10h45.

Les indicateurs de swivi sont ;

1 - le pourcentage de résultats d’cestradiol envoyés vers le serveur de résultats aprés 11h00.
Cet indicateur est obtenu par extraction de 1'heure de validation biologique a partir du SIL.

2 - le pourcentage de demandes arrivées au laboratoire aprés 9h15. Cet indicateur est obtenu
par extraction de |'heure d'enregistrement dans le SIL.

Ces indicateurs sont communiqués mensuellement au Service de Médecine de la Procréation.
Les retards sont apalysés en détail par le laboratoire pour identifier les pomts de
dysfonctionnement. Les effets des actions correctives sont évalués par le suivi de I'indicateur.

Les contractants s'engagent a respecter sauf cas de force majeure les régles smvantes :

- Service de Médecine de la Procreation :
o envoyer des prélévements selon la procédure en vigueur pour les demandes
prioritaires (pochette transparente avec un papier de couleur).
. o les prélévements doivent parvemr au laboratoire avant 9h13
o renseigner I'heure de prélevement

- Laboratoire de biologie médicale :

O ftracer en temps réel le traitement des échantillons depuis I'amivée au
laboratoire jusqu’a la validation biologique.

o Communiquer au prescripteur des statistiques mensuelles précisant les
pourcentages de demandes pour lesquelles les objectifs d'heure d"amivée
au laboratoire et d’heure de rendu de résultats ont été respectés.

o Analyser les causes de retard

o proposer des actions correctives et évaluer ces actions au moyen des
indicateurs, en concertation avec les cliniciens.

o prévenir le service en cas de dysfonctionnements engendrant un retard de
rendu de résultats.

o En cas de panne d'analyseur, avertir par téléphone le Service de Médecine
de la Procréation et mettre immédiatement en ceuvre les procédures
adaptées : changement d’analysewr puis si nécessaire extemalisation des
examens selon convention.

o Autoriser I'ajout du dosage de B-HCG & une demande en cours, par appel
téléphonique du prescnipteur en cas de suspicion de grossesse.

Tel laboratoire - 66398 / 65222
Tel service PMA : 60395/ 65331
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Annexe 3 : lettre d'information aux patientes et protocole de dosages

Laboratoire de Biologie Médicale

Plateforme Commune de Biochimie Toxicologie Pharmacologie

CHU ETUDE DE FAISABILITE : remplacer le dosage sanguin de LH et
GRENGBLE estradiol par un dosage urinaire,

Fiche d’information aux patientes

Date de début : mars 2015 Responsable du projet : Hadrien Maguet, interne

Encadrant : Pr Hoffmann Pascale, gynéco-obstétricien

Pour réduire les contraintes liées aux dosages hormonaux dans le cadre de l'assistance a la
procréation, nous étudions la possibilité de remplacer les dosages sanguins par des dosages
urinaires, Le but serait de ne plus faire de prises de sang répétées,

Nous vous sollicitions dans le cadre de la mise au point éventuelle des dosages urinaires, Si vous
souhaitez contribuer a cette étude, il vous sera demandé de recueillir les urines du matin le jour de
votre rendez-vous dans le service d’AMP en respectant les recommandations suivantes :

Dans le flacon a bouchon rouge qui vous a été remis par un membre de I'équipe :

- Recueillir les urines en milieu de miction
- Seul un échantillon d’urine est nécessaire (Remplir un peu plus de la moitié du pot)
- Veiller a bien visser le bouchon

Mettre le flacon dans le sac qui vous a été remis en méme temps que le flacon

- Attention : mettre le flacon dans la poche principale
- Retirer I'autocollant bleu
- fermer le sac en rapprochant les deux bords

Apporter 'ensemble aux sages-femmes lors de votre prise de sang,

Ceci nous permettra de comparer vos dosages sanguins habituels aux résultats obtenus par les
dosages urinaires, dans le cadre de cette recherche préliminaire, Votre prise en charge sera faite par
I’équipe d’AMP de fagon habituelle, Les dosages urinaires n’entrent pas en compte,

Vous étes bien entendu entierement libre de ne pas participer ou d’interrompre votre participation a
tout moment : cela n’aura aucune incidence sur votre prise en charge.

Pour plus de précisions, vous pouvez contacter, via mail, le responsable du travail :

hmaguet@chu-grenoble.fr ou 04 76 76 62 05

Merci d’avoir pris le temps de lire cette information et de votre contribution a ce travail

Hadrien Maguet, Interne de biologie médicale Pr P. Hoffmann
Service de biochimie Centre d’AMP
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« Je jure en présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de
1'Ordre des Pharmaciens et de mes condisciples :

D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement.

D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les régles de 'honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine ; en aucun cas, je ne consentirai a
utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeurs
et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle & mes

promesses. Que je sois couvert(e) d'opprobre et méprisé(e) de mes
confreéres si j'y manque ».
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Mise en place et Evaluation des dosages sériques de I’estradiol, de la progestérone et de I’hormone
lutéinisante sur I’analyseur Dimension Vista (Siemens).
Application aux dosages urinaires de ’estradiol et de I’hormone lutéinisante chez la femme au cours de

I’aide médicale pour la procréation

Hadrien MAGUET

RESUME

Pour optimiser I'organisation du travail sur la plateforme commune de biochimie du laboratoire du
CHU de Grenoble nous avons transféré le dosage sérique des hormones estradiol, progestérone et hormone
lutéinisante (LH) depuis I'analyseur Advia Centaur XP (technique CMIA™) vers le Dimension VISTA 1500
(technique LOCI™). Nous avons évalué les performances analytiques des nouvelles méthodes et comparé les
résultats de chaque analyseur. Ces derniers ont été confrontés aux limites d’acceptabilité établies par la
Société Francaise de Biologie Clinique et par les travaux de Carmen Ricos. Pour I'accréditation de ces analyses,
nous avons rédigé les documents de vérification de méthode (SH FORM 43) exigés par le COFRAC suivant la
norme ISO NF EN 15189. Nous avons évalué notre délai de rendu et vérifié que notre engagement a rendre les
résultats avant 11heures du matin était tenu. Enfin, nous avons étudié la possibilité de substituer les dosages
sériques d’estradiol et de LH par des dosages urinaires pour le suivi des femmes au cours des cycles de PMA

Les performances de répétabilité, de fidélité intermédiaire sont meilleures avec I'analyseur Vista. Les
méthodes sont équivalentes pour la LH. Les résultats d’estradiol sont en moyenne 20 % plus bas et ceux de la
progestérone 10% plus haut avec I'analyseur Vista. Le transfert a amélioré I'organisation de la plateforme
commune de biochimie. La nouvelle organisation n’a pas modifiée le délai de rendu et le nombre de bilan
rendu aprés 11 heures a été réduit. L'urine ne peut pas étre utilisée pour le suivi des patientes. Il n’y a pas de
corrélation entre les résultats sériques et urinaires et I'estradiolurie n’est pas stable.

Mots-Clés : Procréation médicalement assistée — Biologie Médicale - Dosages sériques — Dosages Urinaires —
Estradiol — Progestérone — Hormone Lutéinisante — Accréditation

Set up and evaluation of serum assays of estradiol, progesterone and luteinizing hormone on the
analyzer Dimension Vista (Siemens)

Application to urinary assays of estradiol and luteinizing hormone in women during medically assisted
procreation

SUMMARY

In order to enhance the organization of the biochemistry laboratory of Grenoble University Hospital
Center we set new automated assay of estradiol, progesterone and luteinizing hormone (LH) in serum using
the Dimension Vista 1500 which were previously analyzed by the Advia Centaur XP. The analytical
performances of these new methods were compared to the reference values established by the French Society
of Clinical Biology and data base of Carmen Ricos and col. Correlation between the two analyzers were
evaluated. We wrote certification documents (SH FORM 43) for these assays according to the norm ISO NF EN
15189. Moreover, the impact of the new method on the turnaround time was evaluated. Besides, we use
different way to evaluate the uncertainty of measurement. In addition, we studied the feasibility of urinary
dosage of estradiol and LH to monitor women during medically assisted procreation.

Imprecision (within and between run) is better with Vista analyzer. There are no difference between
LH result. They are on average 20% lower for estradiol and 10% higher for progesterone. The new methods
have improved the organization of the common platform of biochemistry. No changes in the turnaround time
have been identified. The results of the urine tests showed that the urine is not a reliable matrix for the
monitoring of patients in the context of medically assisted procreation.

Key words : Medically assisted procreation — Laboratory medicine — serum assays — urinary assays — Estradiol —
Progesterone — Luteinizing hormone - Accreditation
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